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Auffindung isodynamer Pyrophosphatasen und ihre 
Kennzeichnung. 


Von 
Eugen Bamann und Hubert Gall. 
Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Universitat Tiibingen.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1937.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


In den letzten Jahren hat uns die biochemische Forschung immer 
mehr die Erkenntnis vermittelt, dafB Phosphorsaureester als Bausteine 
inden Organismen eine weite Verbreitung besitzen und bei verschiedenen 
biologischen Prozessen wichtige Rollen spielen kénnen. Es ist deshalb 
auch die Anschauung zum Gemeingut geworden, daB die Katalysatoren, 
die bei der Phosphorylierung und Dephosphorylierung wirksam sind, 
zum notwendigen Werkzeug jeder Zelle, in der Stoffwechselvorginge 
stattfinden, gehéren. In Ubereinstimmung damit steht die experimen- 
telle Beobachtung, daB phosphorsaureesterspaltende Enzyme in der 
organischen Welt iiberall zu finden sind: in pflanzlichen Organismen, 
in tierischen Organen, in K6rperfliissigkeiten und in den meisten Aus- 
scheidungsprodukten. 

Wohl eine der schwierigsten Fragen, mit denen sich die Phosphatase- 
erforschung in zunehmendem Mabe wird beschaftigen miissen, ist die 
feinere Differenzierung der in diese Gruppe gehérenden Enzyme. Man 
wird z. B. zu entscheiden haben, ob die bisher tibliche Unterteilung in 
,spezifische’ und_ ,,unspezifische‘’ Phosphatasen ein tatsiachliches 
Einteilungsprinzip darstellt. Wir halten heute die Frage nach der Existenz 
solcher ,,substratspezifischer‘‘ Enzyme allgemein in allen Fallen noch 
nicht fiir entschieden, weil diese Substratspezifitat auch nur durch 
Anderungen der relativen Spezifitat vorgetauscht sein kinnte. Seitdem 
wir nach der Auffindung isodynamer! Enzyme und dem Hinweis auf das 
Vorkommen derselben in lyo- und desmo-Formen? auf Anderungen der 
relativen Spezifitat aufmerksam gemacht haben, ist der kinftigen 
Forschung vielfach erst die Voraussetzung zu einer experimentellen 
Klarung dieser Frage geschaffen. Es ist deshalb von Wichtigkeit, dab, 


1 EF. Bamann u. E. Riedel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 229, 125, 1934; 
E. Bamann u. W. Salzer, diese Zeitschr. 286, 147, 1936; 287, 380, 1936. — 
* E. Bamann, E. Riedel u. K. Diederichs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 
175, 1934; #&. Bamann u. W. Salzer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 70, 1263, 
1937. 
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wie wir erkannt haben und in dieser Arbeit darlegen werden, in dey 
Pyrophosphatasen tatsichlich Enzyme vorliegen, die von den Phos) jo. 
esterasen verschieden sind; die Sonderexistenz der Pyrophosphata ser 
steht nunmehr ohne Zweifel fest. 


Obwoh!l das Vorkommen von Enzymen, die Pyrophosphatver)hin. 
dungen in Orthophosphatverbindungen aufspalten, seit mehr |x 
10 Jahren bekannt ist!, war die Entscheidung, ob diese Wirkung unab. 
hangig von derjenigen der Phosphatasen zustande kommt, den Unter- 
suchungen der jiingsten Zeit vorbehalten. Noch in seinem 1936 erschie- 
nenen Supplement* zu ,,Die Fermente und ihre Wirkungen* lib 
UC. Oppenheimer diese Frage durchaus offen. Und in der wohl jiingsten 
Untersuchung, die dieser Frage gilt, stellen P. Fleury und J. Courtois® 
eine Reihe von Argumenten zusammen, die zum Teil fiir die Identitit, 
zum Teil fiir die Verschiedenheit von Phosphatase und Pyrophosphatase 
sprechen. Diese Forscher glauben sogar, daB nur eine neue Annahme den 
Tatsachen gerecht werden kénne, die Annahme namlich, daB woh! 
zwei spezifische und voneinander verschiedene aktive Gruppen fiir die 
Spaltung der beiden Substratklassen notwendig waren, daB diese aber 
an einem gemeinsamen kolloidalen Trager siBen: ,, Dans notre hypothése 
de travail la pyrophosphatase et la glycérophosphatase, aussi bien 
dans le cas de l’émulsine que dans celui de la takadiastase, auraient un 
support colloidal commun mais des groupes actifs spécifiques différents.” 
Dieser Ausweg ist aber nach den nunmehr vorliegenden und gesicherten 
Ergebnissen tiberfliissig geworden. Wahrend namlich unsere Unter- 
suchungen durchgefiihrt wurden, hat . Bauer4 bei den Enzymen der 
Hefe den Nachweis fiir die Sondernatur der Pyrophosphatase erbracht. 
Und die von uns in dieser Arbeit beschriebene priparative Trennung 
von Phosphatase und Pyrophosphatase tierischer Herkunft zieht unter 
diese Frage den experimentellen SchluBstrich. 


Auch in bezug auf eine zweite Frage bringt unsere Untersuchung 
eine Klarung. Es wurden bereits iiber die Einheitlichkeit der Pyro- 
phosphatase selbst, und zwar aus der Schule von S. Akamatsu, Zweifel 
geauBert. AK. Kurata® beschreibt, durch Anwendung von Adsorptions- 
verfahren zu Lésungen gelangt zu sein, die auf Pyrophosphat auws- 
schlieBlich im sauren Gebiet wirksam sind. Er unterscheidet demzufolge 
in tierischen Organen zwei Pyrophosphatasen, die erwahnte mit einem 
Wirkungsoptimum bei py = 4 und eine im schwach alkalischen Gebiet 
bei pu =°8 bis 9 optimal wirkende. H. Takahashi® fand in der Reiskleie 


1 OC. Neuberg u. J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926. 2 Verlag 
Dr. W. Junk, Den Haag 1936, und zwar S. 128. — * Enzymologia 1, 377, 
1937. —- 4 Naturwiss. 28, 866, 1935; Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 195, 
1936. 5 J. of Biochem. 14, 25, 1931. — ® Ebenda 16, 447, 1932. 
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ebenfalls eine ,,saure’* Pyrophosphatase, alle-dings mit dem Wirkungs- 
optimum bei pa 5 bis 6. Da die Arbeiten dieser Autoren aber auch 
Angaben tiber unbekannte Aktivatoren von schwer durchschaubaren 
Kigenschaften enthalten, vermochten sie noch kein klares Bild zu 
oC ben. 


Nach unseren Untersuchungen liegen die Verhaltnisse so, dah 


in tierischen Organen nebeneinander drei isodyname, durch das py-Wir- 


Lungsoptimum unterscheidbare Pyrophosphatasen vorkommen. Eine erste 
mit dem Wirkungsoptimum bei pu = 3,9 bis 4,2, eine zweite mit dem 
Optimum bei pu = 5,5 bis 6,0 und die dritte mit dem Optimum im 
alkalischen Gebiet bei py = 7,6 bis 8,3 gegeniiber Natriumpyrophosphat 
als Substrat. 

Fiir die Erkennung eines der drei Isodynamen, des bei px = 4 
optimal wirkenden, war die Kenntnis von der auBergewohnlichen Be- 
deutung des Enzymzustandes (lyo-, desmo-Formen) maigebend, wie sie 
im Falle der Phosphatasen erstmals in unserem Laboratorium aufgezeigt 
wurde!. Es ist iiberhaupt iiberraschend, welch weitgehende Analogien 
hinsichtlich einer Reihe von Eigenschaften bei beiden Enzymgruppen 
zutage treten. 

Spezicller Teil. 
I. Mefmethodik. 


1. Substrat. Fiir die Spaltungen wurde als Substrat Na, P,O, (,,.£. Merck 
pro analysi‘*) verwendet. Unser Praiparat war praktisch frei von Ortho- 
phosphat. Innerhalb der gewahlten Versuchszeiten und innerhalb der zur 
Untersuchung kommenden py-Stufen brauchte die Selbstspaltung des 
Substrats nicht beriicksichtigt zu werden. Die Versuchsansatze von 10 oder 
25eem enthielten das Substrat in einer Konzentration entsprechend 
m/1000. 

2. Puffer. Wir untersuchten die pyrophosphatatische Wirkung im Be- 
reich von pu = 3,0 bis 9,0. Zur Pufferung kam das Veronalnatriumacetat - 
Puffergemisch nach L. Michaelis? in Anwendung. Wenn auch die Kapazitiat 
dieses Puffers wegen der Schwerléslichkeit des Veronals relativ gering ist, 
so reichte sie doch zur Pufferung der frei gemachten Orthophosphorsaure 
aus. Im 25-cem-Ansatz kam im allgemeinen 1 cem der nach Michaelis 
hergestellten Stammlésung und die erforderliche Menge Saure zur Ein- 
stellung der gewiinschten Wasserstoffionenkonzentration zur Anwendung. 
Um die Kapazitat des Puffers durch das Substrat nicht in Anspruch zu 
nehmen, wurde dasselbe mit Essigsiéure bzw. Ammoniaklésung auf das 
jeweils gewiinschte py eingestellt. Fiir 5 cem m/200 Substratlésung waren 
zur Einstellung auf das pa = 3,5, bzw. 4,0, bzw. 4,5, bzw. 5,0, bzw. 5,5, baw. 
6,0, bzw. 6,5, bzw. 7,0, bzw. 7,5, bzw. 8,0, bzw. 8,5, bzw. 9,0, 0,52 cem, bzw. 
0,40 cem 4°,ige Essigsiure, bzw. 0,24, bzw. 0,20, baw. 0,15, bzw. 0,08, bzw. 


1 E, Bamann, E. Riedel u. K. Diederichs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 
175, 1934; EB. Bamann u. W. Salzer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 70, 1263, 
1937. 2 Diese Zeitschr. 234, 139, 1931. 
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0,04, bzw. 0,02 cem 2°, ige Essigsiure, bzw. 0,15, bzw. 0,20, bzw. 0,30, bzw. 
0,70 cem n/10 Ammoniaklésung notwendig. 


3. Bestimmung der frei gemachten Phosphorsdure. Wir benutzten fiir 


die Bestimmung der in Freiheit gesetzten Phosphorséure die kolo; 
metrische Methode von C. H. Fiske und Y. Subbarow in der Modifizierung 
von K. Lohmann und L. Jendrassik!, nachdem die in der Reaktions 
mischung befindlichen EiweiBstoffe mit Trichloressigsiure gefallt worden 
waren ®, 

Bei den Versuchen unter Magnesiumzusatz wurden dem Ansatz von 
25cem jeweils 5ccm einer m/100 Lésung von MgCl, .6H,O zugegeben. 
Den py-Wert bestimmten wir zu Beginn und am Ende jedes einzelnen 
Versuchs auf kolorimetrischem Wege. Die Reaktionsmischung wurde bei 37° 
unter haufigem Schiitteln im Thermostaten gehalten. 

!. Enzymmaterial. Als Enzymmaterial diente die Leber vom Schwein. 
In vergleichenden Versuchen wurde auch die Leber des Menschen heran- 
gezogen. Ausgangsmaterial waren Lebertrockenpraparate, die wir in tiblicher 
Weise durch Aceton- und Acetonatherbehandlung von frischem Leberbre: 
gewannen. Aus diesen Trockenpraparaten wurden die Enzymlésungen durch 
halbstiindiges Ausziehen mit der 20fachen Menge Wasser, bzw. n/40 Essig- 
siure, bzw. n/40 Ammoniaklésung dargestellt. Wurden dialysierte Lésungen 
gepriift, so waren diese durch zweitagige Dialyse in Hammelblinddarmen 
gegen destilliertes Wasser erhalten. Dabei lieBen die essigsauren Ausziige 
mitunter, die ammoniakalischen immer einen flockigen Niederschlag aus. 
fallen, den wir durch Zentrifugieren abtrennten. Bei Versuchen mit Leber- 
suspensionen (Untersuchung der desmo-Form der Enzyme) diente feinst 
gesiebtes Trockenpraparat als Ausgangsmaterial. 


II. Die Abhdngigkeit des Wirkungsvermégens von der Wasserstoffionen- 
konzentration. 


1. Ammoniakalische Ausziige. Mit Hilfe von Ammoniaklésungen 
gewonnene, dialysierte Ausziige zeigen ein unterschiedliches Bild, je 
nachdem die Lésungen Mg’ '-Zusatz erhalten haben oder nicht. In Wg 
freten Ansatzen liegt das Optimum der Wirksamkeit bei py = 5,5, die 
Aktivitats-py-Kurven fallen dann bis etwa pu = 7,0, um von hier ab 
gleichmaBig bis py = 8,0 fortzulaufen (Tabellen Ia und Ib, Abb. la 
und 1b). Bei Zusatz von Mg’ tritt neben dem Optimum bei py = 5,5 
in ausgepragter Weise noch ein zweites im Gebiete von py = 7,6 bis 8.3 


auf (Tabelle Ib, Abb. 1b). 


Auf Grund dieser Beobachtungen und im Zusammenhang mit Be- 
funden iiber ungleiche Bestandigkeit, die in Kapitel IV mitgeteilt werden, 
laBt sich der Nachweis fiihren, daB in der Leber mindestens zwei isodyname 
Pyrophosphatasen vorkommen. 


! Diese Zeitschr. 178, 419, 1926. —- ? Ausfiihrlichere Darstellung: 
H. Gall, Inauguraldissertation, Stuttgart, Technische Hochschule, Februar 
1937. 
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Auffindung isodynamer Pyrophosphatasen und ihre Kennzeichnung. 


Tabellela. Lage der po-Wirkungsoptima bei ammoniakalischen 
Ausziigen aus Schweinelebertrockenpraparat. 
(Die Zahlen bedeuten mg P,O; in 2cem Analysenprobe; der 25-cem-Versuchs- 
ansatz enthalt 5 cem dialysierte Enzymlésung, | cem Veronalpufter-Stamm- 
lésung; t = 37°.) 





Pa = 4,2 4,5 4,7 4.9 5,1 5,5 5,8 


Umsatz in 3 Std. 0,013 0,041 0,054 0,069 0,072 0,079 0,075 0,051'0,036 0,038 0,036 
) 0,022 0,068 0,089 0,109 0,115 0,126 0,122 0,073 0,049 0,052 0,046 
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Abb. la, Lage der pqg-Wirkungsoptima bei ammoniakalischen Ausziigen aus Schweineleter- 
trockenpriiparat. 
Kurve I: nach 3 Std. Kurve II: nach 6 Std. 











Tabelle Ib. Lage der py-Wirkungsoptima bei ammoniakalischen 
Ausziigen aus der Leber des Menschen. 

(Die Zahlen bedeuten mg P, O, in 2cem Analysenprobe; der 10-cem-Versuchs- 

ansatz enthalt 2cem dialysierte &nzymlésung, 1 cem Pufferlésung wie in 

den Versuchen der Tabelle Ia; in der Versuchsreihe mit Mg” betragt der 

Zusatz 2ccm m/100 MgCl,-Lésung; Versuchsdauer 6 Stunden; ¢t = 37°.) 





Pu =| 34 | 41 | 46] 51 | 53 | 56 | 64 | 67 | 71 | 81 | 84 


Ohne Mg”-Zusatz 0,021 0,038 0,067 0,085 0,090 0,086 0,049 0,036 0,035 0,035|0,035 





Pu =| 3,9 | 43 | 49 | 51 | 53 | 58 | 62 | 68 | 7,5 | 80 | 85 


’ 


Mit Mg’-Zusatz 0,041 0,073.0,102 0,108 0,118 0,124 0,099 0,114 0,131 0,133 0,088 

















Abb. 1b. Lage der py-Wirkungsoptima bei ammoniakalischen Ausziigen aus der 
Leber des Menschen. 


Kurve I: ohne Mg*’-Zusatz. Kurve II: mit Mg*’-Zusatz. 
2. Essigsaure Ausziige. Die Vermutung, daf damit die Mannig- 
faltigkeit der Pyrophosphatasen noch nicht erschépft ist, wurde uns 
zuerst an essigsauren Ausziigen aus den Leberpraparaten vermittelt. 
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Ahnlich wie es bei den Phosphatasen nur durch ausgedehnte Unter 
suchungen gelang, neben dem bei py 5,5 wirksamen Enzym! noch ein bei 
pu 4 optimal wirkendes Enzym? nachzuweisen, war es auch bei den Pyro. 
phosphatasen wegen des Uberschneidens der Wirkungsbereiche de 
in Frage kommenden Enzyme nicht leicht, einen exakten Nachweis 
fiir die Existenz zweier im sauren Bereich wirksamer Enzyme zu finden 
Der Nachweis scheint uns jedoch durch folgende Beobachtungen 
gesichert: Bei den essigsauren Ausziigen tritt zum Unterschied von 
ammoniakalischen Ausziigen nicht in eindeutiger Weise im = sauren 
Gebiet die Wirkung nur eines bei py 5,5 bis 6,0 optimal wirkenden 
Enzyms auf. Die Aktivitats-py-Kurven dieser essigsauren Ausziive 
zeigen vielmehr im allgemeinen ein breites Optimum von Pu i3 
bis 5,2. In einzelnen:-Fallen tritt bei py = 4.0 bis 4.2 sogar ein gut aus. 
gebildetes Optimum in Erscheinung (s. Abb. 2). 


Tabelle I. Das pa-Wirkungsoptimum in essigsauren Ausziige! 
aus Schweinelebertrockenpraparat. 


(Angaben und Versuchsbedingungen wie bei den Versuchen der Tabelle I} 





Pu 3.6 


Ohne Me™’-Zusatz 0,048 0,088 0,080 0,069 0.055 0.030 0,006 





PH 3, 4,0 44 4,7 5,0 5,4 633 6,8 


Mit Mg’-Zusatz 0,065 0,115 0,108 | 0.105 0,102 0,096 0,069 0,037 











Abb, 2. Das pq-Wirkungsoptimum in essigsauren Ausziigen aus Schweineleber- 
trockenpriiparat. 
Kuive I: ohne Mg’*-Zusatz. Kurve II: mit Mg’’-Zusatz. 


Besonders eindrucksvoll tritt aber die Wirkung dieses Enzyms 
hervor, wenn man die Suspensionen der Leber, nachdem sie zuvor drei- 
bis viermal mit Wasser und n/40 Ammoniaklésung extrahiert worden 
waren, auf ihre pyrophosphatatische Wirksamkeit priift. Es kommt 
in diesem Fall nur an die Zelle gebundenes Enzym, sogenanntes desmo- 
Enzym, zur Wirkung. Diese Suspensionen enthalten demnach die bei 
pu = 4 wirksame Pyrophosphatase in angereicherter Form gegenitiber 


' E. Bamann u. E. Riedel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 229, 125, 1934 
2 E. Bamann u. W. Salzer, diese Zeitschr. 286, 147, 1936. 
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Auifindung isodynamer Pyrophosphatasen und ihre Kennzeichnung. 


der leichter in Lésung gegangenen bei py = 5,5 optimal wirksamen 
P\ rophosphatase (s. Abb. 3). 


Tabelle Il. Lage der puo-Wirkungsoptima bei einer desmo-Frak- 
tion aus Schweinelebertrockenpraparat. 

(Angaben und Versuchsbedingungen wie bei den Versuchen der Tabelle Ib; 
Enzym: 2 ccm der desmo-Suspension I : 20.) 





Pu = 3,5 4.1 4,5 5,2 5,5 6,0 6,8 7,5 7,9 


Ohne Mg™- } 


; 0,031 0,148 0,108 0,083 0.073 0,060 0,049 0,072 0,072 0,066 
Zusatz | 





Pa = 3,9 4,1 4,2 4,6 5,1 5,6 5 6,9 74 8,1 


Mit Mg”- | 


° 0,148 0,150 0,148 0,104 0,088 0,085 0,135 0,148 0,162 0,162 0,111 0,078 
Zusatz | 











Abb. 3. Lage der py-Wirkungsoptima bei einer desmo-Fraktion aus Schweineleber- 
trockenpriiparat. 
Kurve I: ohne Mg’’-Zusatz. Kurve II: mit Mg**-Zusatz. 


Es ist an dieser Stelle einigen Einwanden zu begegnen, die gegen die 
Annahme von dem Vorkommen dreier isodynamer Pyrophosphatasen 
gemacht werden kénnten. Dabei wire zuerst zu erértern, ob das Op- 
timum bei py = 5,5 nicht durch ein Zusammenwirken des , alkalischen* 
und des ,,sauren*’ Enzyms zustande kommen kann. Dadurch wiirde also 
ein Enzym vom Wirkungsoptimum bei py 5,5 nur vorgetauscht werden. 
Dieser Einwand ist aber damit zu widerlegen, daB auch in Mg’ -freien 
Ansatzen der ammoniakalischen Ausziige, in denen ja die ,,alkalische* 
Pyrophosphatase praktisch nicht zur Wirkung kommt, ein scharf aus- 


gepragtes Wirkungsoptimum bei px 5.5 vorhanden ist (s. Abb. la 


und 1b). Dagegen kénnten kleinere Verschiebungen des py-Optimums 


von px = 5,5 nach 6,0 in Mg’-haltigen Ansatzen, wie sie gelegentlich 
von uns beobachtet wurden, durchaus mit dem Hinzukommen einer 
Restwirkung der ,,alkalischen’* Pyrophosphatase erklirt werden. 

In zweiter Linie ware die Wirkung von Begleitstoffen in Betracht 
zu ziehen. Da®B Begleitstoffe Verschiebungen des py-Optimums herbei- 
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fiihren kénnen, ist heute in zahlreichen Fallen bekannt!. Um in dieser 
Richtung Einblick in die Verhaltnisse zu bekommen, verglichen wir 
Ausziige, die aus dem Lebertrockenpraparat hergestellt waren, mit Aus. 
ziigen aus solchen Leberpraparaten, die zuvor ein- bis zweimal jit 
Wasser oder mit alkali- oder saurehaltigem Wasser ausgewaschen 
worden waren. Irgendein Anhaltspunkt, daB spezifische Begleitstoffe 
einen mafgebenden EinfluB auf den Verlauf der Kurven, d. h. die Lave 
der Wirkungsoptima, ausiiben, wurde in diesen und ahnlichen Versuchey 
nicht gefunden. 

Es erscheint angebracht, hier auf die Verhaltnisse, wie sie sich bei 
den Phosphoesterasen ergeben haben, zu verweisen. Bei diesen En. 
zymen war fiir die Erkennung zweier im sauren Gebiet wirksamer 
Enzyme ebenfalls der Umstand mitbeweisend, daB sich in ammoniaka- 
lischen Ausziigen nur ein Optimum bei py = 5,5 zeigte, daB sich aber 
bei den essigsauren Ausziigen ein breites Optimum von py = 4 bis 


5.5 


ergab®. Bei diesem Enzymgemisch konnte noch durch andere Ergeb- 
nisse, z. B. durch praparative Trennung, der Nachweis eindeutig gefiihrt 
werden, da diese Erscheinung tatsachlich durch die Anwesenheit von 
zwei Enzymen bedingt ist. Der Analogieschlu8 diirfte also ebenfalls 
dazu berechtigen, die Existenz von zwei im sauren Gebiet wirksamen 
Pyrophosphatasen als gesichert anzunehmen. 


, 


III. Uber den EinfluB und die Wirkung des Magnesiums auf die Pyro- 
phosphatasen und deren Zusammenhang mit dem lyo- und desmo-Charakter 
des Enzymes. 

Mit der Frage des Einflusses von Mg’-Ion auf die pyrophosphata- 
tische Wirkung haben sich bereits mehrere Autoren beschaftigt. Nach 
K. Lohmann® ist das Mg’’-Ion unentbehrlich, fiir die Aufspaltung von 
Pyrophosphatverbindungen, insbesondere von anorganischem Pyro- 
phosphat durch das im Muskelbrei wirksame Enzym. H. D. Jenner und 
H.D. Kay* wiesen ferner darauf hin, daB fiir die Mg-Wirkung, ahnlich 
wie im Falle der Phosphoesterasen, ein Konzentrationsoptimum besteht. 
Im scheinbaren Widerspruch mit diesen Angaben stehen nun die Be- 
funde, die aus dem Labo:atorium der Schule von 8. Akamatsu mitgeteilt 


werden. Diese Forscher beobachteten namlich, daB Mg’’-Ion entweder 


gar keinen oder sogar einen hemmenden Einflu8B hatte®. 
Seit den Untersuchungen unseres Laboratoriums wei man, dat 
die Mg’-Wirkung in ihrem quantitativen Verhalten keine einheitliche 


' Erster auffallender Befund dieser Art bei der Magenlipase: R. Will- 


stitter u. F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 133, 247 (1934). 


2 FE. Bamann u. W. Salzer, diese Zeitschr. 286, 147, 1936. - §% Diese 
Zeitschr. 237, 445, 1931; 241, 50, 67, 1931. — 4 J. of biol. Chem. 93. 


733, 1931. — > Z. B. S. Munemura, J. of Biochem. 17, 343, 1933. 
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Konstante eines phosphatatischen Enzyms ist, da das Map der Akti- 
vicrung und gelegentlich sogar iiberhaupt das Auftreten einer Akti- 
vierung durch den Zustand des Enzyms weitgehend bedingt ist!. Danach 
verhalten sich verschiedene Enzymfraktionen je nach ihrem Anteil an 
lyo- und desmo-Enzym in ihren Aktivierungseigenschaften verschieden. 
Wir haben bei der ,,alkalischen‘‘ Phosphoesterase gezeigt, dab das 
My’’-Ion geradezu als Reagens zur Kennzeichnung einer Fraktion als 
lvo- oder als desmo-Enzym herangezogen werden kann: lyo-Fraktionen 
zeigen Aktivierungen von 5000°, und weit mehr, desmo-Fraktionen 
werden dagegen nur in geringem Umfange aktiviert. 

Diese unterschiedliche Aktivierbarkeit verschiedener Lésungen findet 
sich nun auch bei den Pyrophosphatasen wieder. Nachstehende Zusammen- 
stellung gibt ein Bild iiber den EinfluB des Mg’’-Ions auf lyo- und desmo- 
Fraktionen im alkalischen Gebiet. 

A. Desmo-Fraktion: (Schweinelebertrockenpraparat 10 Minuten mit 
Wasser, zweimal je eine halbe Stunde mit n/40 Ammoniak und 
nochmals 20 Minuten mit Wasser ausgezogen. 1l10cem Ansatz, 
2ccm Lebersuspension (1:20); leem Pufferstammlésung, bei 
Mg’ ’-Zusatz 2cem m/100 MgCl,-Lésung, Versuchsdauer 6 Stunden, 
Pr = 8,0, ¢ = 37°), 
ohne: Mg- 3. 2 wuss . 0,072 mg P,O, 
mit Mg” ........ .. 0,162 mg P,O,;in 2cem Analysenprobe 

Aktivierung: 125°,. 

B. Lyo-Fraktion: (0,5cem n/40 ammoniakalischer Auszug, 1 ccm 
Pufferstammlésung, 10cem Ansatz, bei Mg’’-Zusatz 2cem m/100 
MgCl,-Lésung, Versuchsdauer 2 Stunden, pu = 8,0, t¢ = 37°), 
ohne Mg’. ....... . 0,020mg P,O; 
mit Mg ........ . 1,174mg P,O, in 2 cem Analysenprobe 

Aktivierung: 5770°,. 


Mit Hilfe dieser Einsicht sind die sich scheinbar entgegenstehenden 
Angaben in der Literatur nunmehr zu verstehen. A. Lohmann, der 
Mg’’-Ion fiir die Pyrophosphatspaltung im Muskel notwendig fand, 
diirfte seine Versuche vornehmlich in Anwesenheit von unveranderten 
lyo-Anteilen der Pyrophosphatase angestellt haben. Die japanische 
Schule dagegen benutzte wohl hauptsiachlich desmo-Fraktionen oder 
weitgehend veranderte? lyo-Anteile als Enzymmaterial. Auch die beob- 
achteten Hemmungen erscheinen uns heute verstandlich und wir kennen 
die Umstainde, wann und wo sie zu erwarten sind. Nach einer erst 
kiirzlich ver6ffentlichten Untersuchung? bei den ,,alkalischen“ tierischen. 
Phosphoesterasen hangt das Auftreten einer UberschuBhemmung durch 


1E,. Bamann, E, Riedel u. K, Diederichs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 
175, 19384; FE. Bamann u. W. Salzer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 70, 1263, 
1937. —- 2 Siehe dazu: E. Bamann, E. Riedel u. K. Diederichs, |. e. 1 und 
zwar S. 182. — 3 E. Bamann u. W. Salzer, |. c. 1. 
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Mg’ -Ionen von dem Zusammenwirken dreier Faktoren, namlich der 
Mg’ -lonenkonzentration, der Substratkonzentration und des Enzyin- 
zustandes ab. Das heibt, es liegt bei einem lyo-Enzym die Magnesiui- 
konzentration fiir maximale Aktivierung an einem anderen Punkt als 
bei einer desmo-Fraktion, und sie liegt anders bei hoher Substrat- 
konzentration als bei niedriger. So rufen bei einer wenig aktivierbaren 
Enzymfraktion und bei geringer Substratkonzentration auch schon 
verhaltnismaBig geringe Mg -Mengen Hemmungen hervor. Bei Uber. 
tragung dieser Erkenntnisse auf die Pyrophosphatase erhalten demnach 
die scheinbar widersprechenden Angaben der Literatur ihre Erklarung. 

Wahrend das Verhalten der ,,alkalischen*‘ Pyrophosphatase gegen- 
liber Mg’ selbst in Einzelheiten weitgehende Parallelitat mit dem der 
alkalischen’* Phosphatase zeigt, tiberrascht das Ergebnis, dab dic 
im sauren Gebiet wirksame Pyrophosphatase im Gegensatz zu dem Ver. 


halten der ,,sauren*’ tierischen Organ-Phosphoesterasen durch Meg 


nicht unbeeinfluBt bleibt. Zwar zeigen sich die desmo-Fraktionen der 
im sauren Gebiet wirksamen Pyrophosphatasen einer Aktivierung 
durch Mg’’-Ionen praktisch unzuginglich (siehe die Versuche der Ta- 
belle IV, sowie die Abb. 4). 


Tabelle IV. Desmo-Fraktionen der .saueren* Pyrophosphatasen 
(der Leber vom Menschen) werden durch Mg’-Ion in ihrer Wirk- 
samkeit kaum beeinfluBt. 


Angaben und Versuchsbedingungen wie bei den Versuchen der Tabelle ITI.) 
2g 





Pu 3,5 % Son aay 5,5 5,9 7,0 


Ohne Mg’’-Zusatz ..... 0,010 0,138 0,111 0,099 0,085 0,056 





Pp 3,9 a 6 D.: 6.3 6.6 


Mit Mg’’-Zusatz....... 0.143 0,112 0,096 0,080 0,093 0,110 





016 
7g 








Abb. 4. Desmo-Fraktionen der ,sauren* Pyrophosphatasen (der Leber vom Menschen) 
werden durch Mg*’-lon in ihrer Wirksamkeit kaum beeinfiuft. 
Kurve I: ohne Mg’*-Zusatz Kurve II: mit Mg’*-Zusatz. 


Aber bei den /yo-Anteilen haben wir doch gelegentlich in Gegenwart 
von Mg” eine héhere Wirksamkeit festgestellt als beim Fehlen von 
Magnesiumsalzen. In gew6hnlichen ammoniakalischen und essigsauren 
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Ausziigen verlaufen im Falle der lyo-Anteile die Kurven, die aus Ver- 
suchen mit Mg’’-Zusatz erhalten wurden, oberhalb der sich aus Mg’’- 
freien Versuchen ergebenden Kurven (siehe Abb. 1 b und 2). Das AusmaB 
der Aktivitatssteigerung war verschieden, es schwankte zwischen nur 


wenigen Prozenten bis maximal 100 °%,. Infolge des Uberschneidens der 
z ( s 


Wirkungsbereiche beider im sauren Gebiet wirksamen Isodynamen ist 
eine Feststellung, ob diese Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit 
nur bei einem oder bei beiden Enzymen auftritt, nicht leicht. Dazu 
kommt noch, daB von py = 5,5 ab die Wirkung der stark aktivierbaren 
alkalischen** Pyrophosphatase bemerkbar wird. 

Diese verhaltnismaBig unbedeutenden Aktivitatssteigerungen im 
Falle der ,,sauren‘‘ /yo-Fraktionen diirfen aber noch nicht als eigentliche 
Aktivierung gedeutet werden. Es ist nicht unwahrscheinlich, dab das 
Me’’-Ion nur eine Enthemmung des Enzyms herbeigefiihrt hat. Zwischen 
diesen beiden Méglichkeiten kann bisher noch keine Entscheidung 
vetroffen werden. 


IV. Die Bestandigkeit der einzelnen Pyrophosphatasen. 

Cher die Bestandigkeit der drei Pyrophosphatasen ist zunichst 
einmal als gemeinsames Merkmal zu nennen, daf bei einer Aziditat 
unterhalb py = 3,5 sehr rasch Inaktivierung eintritt. Es besteht auch 
hier eine auffallende Ahnlichkeit mit den Phosphatasen, bei denen Inakti- 
vierung am gleichen Punkte auftritt. Was nun die unterschiedliche 
Bestandigkeit der einzelnen Pyrophosphatasen anlangt, so ist daran zu 
erinnern, daB in essigsauren, dialysierten Ausziigen das _ ,,alkalische** 
Isodyname nicht mehr wirksam vorhanden ist. Dagegen zeigen die 
ammoniakalischen und die essigsauren Ausziige im allgemeinen bei 
Priifungen im sauren Gebiet keine gréBeren quantitativen Unterschiede 
in bezug auf ihre Wirksamkeit, d. h. ammoniakalische Ausztige sind im 
sauren Gebiet ahnlich gut wirksam wie essigsaure. Es tritt jedoch, wie 
schon erwahnt wurde, ein Unterschied im Wirksamkeitsverhaltnis der 
beiden ,,sauren‘‘ Isodynamen auf, was wohl auf eine Inaktivierung des 
bei pu = 4 wirksamen Enzyms durch Ammoniakbehandlung zuriick- 
zufiihren ist. Bemerkenswert gegeniiber dem Verhalten der ,,sauren™ 
Phosphatasen ist, daB die ,,saure** Pyrophosphatase vom Wirkungs- 
optimum py = 5,5 gegen alkalische Reaktion weniger empfindlich ist 
als die Phosphatasen. Diese Stabilitatsabstufung konnte fiir eine 
Trennung der beiden Enzymgruppen ausgenutzt werden (siehe Kapitel V). 

Die Empfindlichkeit der ,,alkalischen* Pyrophosphatase zeigt 
sich nicht nur bei Abweichungen vom giinstigen py-Bereich, sondern 
tritt in ahnlichem Make bei der Vornahme der Dialyse in Er- 
scheinung. Diese Empfindlichkeit hangt eng mit dem Enzymzustand 
zusammen. Die hochaktivierbaren Enzymanteile sind wesentlich 
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labiler als die weniger aktivierbaren. Dies zeigt sich besonders dariy 
daB bei vorbehandelten Lésungen vielfach nur der Aktivierungsgrad ab). 
nimmt, wahrend die Wirksamkeit, in Mg’’-freien Ansatzen gemesser, 
nicht oder nur in geringerem Mafe zuriickgeht. So zeigte ein undialy. 
sierter, mittels n/40 Ammoniaklésung gewonnener Auszug aus Schweine 
lebertrockenpraparat folgenden Gang in seiner Wirksamkeit (|e; 
pu = 8,3 gemessen): 
a) Wirksamkeit sofort nach Herstellung des Auszuges: 
ohne Mz’-Zusatz: entsprechend 0,024 mg P,O, in der Analysenprobe, 
mit Mg’’-Zusatz: entsprechend 0,123 mg P,O,; in der Analysenprole. 
b) Wirksamkeit nach 24 stiindigem Stehen der ammonikalischen Enzym 
lésung: 
ohne Mg’ ’-Zusatz: entsprechend 0,020 mg P,O, in der Analysenprobe, 
mit Mg’’-Zusatz: entsprechend 0,051 mg P,O, in der Analysenprobe. 
Die Empfindlichkeit dieser hochaktivierbaren lyo-Formen zeigt 
sich weiterhin beim Vergleich des Grades der maximalen Aktivierbarkeit 
in Messungen bei verschiedenem py, beispielsweise bei py — 7,0 und 
pu 8,3. Man erkennt bei solchen Versuchen eine (mit der Versuchsdauer 
zunehmende) Schwachung der Aktivierbarkeit im alkalischeren Gebiet. 


Tabelle V. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Stabilitaét und die damit zusammenhangende Aktivierbarkeit 
der lyo-Anteile wahrend der Bestimmungszeit. 

(Die Zahlen bedeuten mg P,O, in 2 ccm Analysenprobe; der 25-cem-Ansatz 
enthalt 2,5cem eines ammoniakalischen Auszuges aus Schweineleber.' 
trockenpraparat; lccm Pufferstammlésung, in den Versuchen mit Mg 
betragt der Zusatz 2cem einer m/100 Mg Cl,-Lésung.) 





Versuchsdauer: 15 Min. 60 Min. 120 Min. 


79! ohne Mg”-Zusatz .......... 0,008 0,008 0,018 
Pa = 6" | mit “ 0,039 0,105 0,192 
Hohe der Aktivierbarkeit 1200 % 960 ©, 
Riickgang der Aktivierbarkeit wahrend 
der Versuchsdauer 20% 
8.3 | ohne Mg”-Zusatz 0,008 0,008 0,018 
Pa = % | mit 0,039 0,072 0,105 
Hohe der Aktivierbarkeit 800 % 480 ©, 
Riickgang der Aktivierbarkeit wahrend 
der Versuchsdauer 40% 


Die beschriebene groBe Empfindlichkeit der lyo-Fraktionen der 
,,alkalischen‘* Pyrophosphatase erschwert es, genauere Angaben iiber 
das py-Wirkungsoptimum im alkalischen Gebiet zu machen, weil sich 
im Verlauf des Versuchs zwei Einfliisse iiberschneiden kénnen, einmal 
die gréBere Bestindigkeit des lyo-Enzyms im Neutralpunkt, zum an- 
deren die an sich gréBere Spaltungsgeschwindigkeit im alkalischeren 
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Gebiet. Entsprechend dieser Erklarung liegt das Optimum in Versuchen 
mit desmo-Anteilen, also stabilerem Enzym, gelegentlich weiter im al- 
kalischen Gebiet, namlich bei py = 8,0, als bei Versuchen mit den 
labilen lyo-Anteilen, die maximale Wirksamkeit bei py == etwa 7,6 
entfaiten. 


!. Trennung der Pyrophosphatasen untereinander und der Pyrophosphatasen 
von den Phosphatasen durch die Methode der selektiven Inaktivierung. 


1. Trennung der Pyrophosphatasen untereinander. 


Die unterschiedliche Bestandigkeit der einzelnen Phosphatasen 
hat uns schon mehrfach zur Trennung dieser Enzyme verholfen!. Das 
im vorangehenden Kapitel beschriebene Verhalten der Pyrophosphatasen 
zeigt, daB sich die Methode der selektiven Inaktivierung auch bei dieser 
Enzymgruppe anwenden [aBt. 

Am einfachsten durchzufiihren ist die Abtrennung der , alkalischen‘ 
Pyrophosphatase von den im sauren Gebiet wirksamen Isodynamen. 
Bringt man einen mit n/40 Ammoniaklésung hergestellten dialysierten 
Auszug mit n/40 Essigsdure auf etwa px 4,5 und belaBt ihn bei dieser 
Aziditaét und bei 37° etwa 1 Stunde, so ist die , ,alkalische‘‘ Pyropho-pha- 
tase irreversibel zerstért (siehe die Versuche der Tabelle VI). Noch ein- 
facher gelangt man zu Lésungen nur der ,,sauren‘’ Isodynamen, wenn 
man die Ausziige aus den Trockenpraparaten gleich mittels verdiinnter, 
etwa n/40 Essigsiure darstellt. Eine Befreiung der ,,alkalischen“ 
Pyrophosphatase von den ,,sauren‘‘ Pyrophosphatasen gelingt auf diesem 


Tabelle VI. 

Selektive Zerstérung der ,,alkalischen’ Pyrophosphatase. 
(Die Zahlen bedeuten mg P,O, in 2 ccm Analysenprobe; der Versuchsansatz 
von 25 cem enthalt 5 cem dialysierten Auszugs aus Schweinelebertrocken- 
praparat (siehe Text) bzw. nach der Essigséurebehandlung die entsprechende 
Menge, leem Pufferstammlésung, 2,5cem einer m/100 MgCl,-Lésung, 

Versuchszeit 6 Stunden, ¢ = 37°.) 


I. Dialysierter unvorbehandelter Auszug. 





4.0 4,3 48°} 64° P66 6.5 7.2 7,8 8.3 8,8 


0,055 | 0,083 0,101 0,106 0,130 0,110 0,238 0,272 0,286 0,272 


II. Auszug nach der Einwirkung von Essigsaure. 





4,2 5,0 5,8 6.4 7,1 7,3 8,1 


0,042 0,073 0,093 0,078 0,040 0,026 0,012 


1 Siehe besonders: E. Bamann u. K. Diederichs, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 67, 2019, 1934; Dieselben, ebenda 68, 6, 1935; E. Bamann u. W. Salzer, 
diese Zeitschr. 286, 147, 1936. 
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Wege infolge der iiberaus groben Labilitét des ,,alkalischen*’ Enzy1s 
nicht. 


Die Trennung der beiden ,,sauren’’ Enzyme kann durch Variation 
der Extraktionsfliissigkeit in mehr oder weniger quantitativer Weise 
erzielt werden: Ammoniakalische Ausziige, mit Essigsaure behandelt 
enthalten praktisch nur das (py = 5,5)-Enzym frei vom ,,alkalischen’ 
und ,,sauren (py = 4)-Enzym. Das bei pa = 4 optimal wirksame 
Enzym, weitgehend von dem (py = 5,5)-Enzym befreit, liegt in den 
desmo-Suspensionen vor (Abb. 3). In solcher Suspension die , alkalische: 
Pyrophosphatase durch Essigsiurebehandlung zu_beseitigen, gelingt 
nicht; mit Essigsiure behandelte desmo-Fraktionen unterliegen in 
bezug auf alle Isodyname fast gleichmaSig der Inaktivierung. 


2. Trennung der Pyrophosphatasen von den Phosphatasen. 

Die Gewinnung phosphatasefreier Pyrophosphataselésung ist von 
Wichtigkeit, insofern als die Sonderexistenz der Pyrophosphatasen 
damit eindeutig auf experimentellem Wege gesichert werden kann. 
Der Trennung dieser beiden Enzymgruppen liegen folgende Uber. 
legungen zugrunde: Werden ammoniakalische Ausziige aus Trocken- 
praparaten 24 Stunden lang alkalischer Reaktion (entsprechend py = 9) 
bei 37° ausgesetzt, so werden die im sauren Gebiete wirksamen Phospha- 
tasen zerstért. Dieser Zerstérung verfallt jedoch nicht die bei pu = 5.5 
optimal wirkende Pyrophosphatase. Da nun andererseits die , ,alkalische” 
Phosphatase sowie die ,,alkalische‘* Pyrophosphatase bei saure* Reak- 
tion unbestandig sind, die ,,saure’’ Pyrophosphatase nach unserer 
Erfahrung dagegen bestandig ist, so gelingt es durch eine aufeinander- 
folgende alkalische und saure Enzymbehandlung, die (py = 5,5)-Pyro- 
phosphatase frei von Phosphatasen allgemein, frei von ,,alkalischer” 
Pyrophosphatase und verarmt an (py = 4)-Pyrophosphatase darzu- 
stellen. 


Beispiel fiir die Darstellung phosphatasenfreier Pyrophosphatase : 

Bestimmungsansatz: 25cem Ansatz, 5cem Enzymlésung, 1 ccm 
Pufferstammlésung, 5cem m/100 MgCl,-Lésung, 5 cem m/100 Pheny!- 
phosphorséure- bzw. m/200 Na,P,0,-Lésung. 

Der mit Hilfe von n/20 Ammoniaklésung aus Schweinelebertrocken- 
priparat hergestellte, zwei Tage dialysierte Auszug zeigte eine 

Anfangswirksamkeit : 


a) gegeniiber Phenylphosphorsaure : 


bei po = 5,1: entsprechend 0,096 mg P,O,; in der Analysenprobe: 


b) gegeniiber Natriumpyrophosphat: 


bei pu = 5,0: entsprechend 0,044 mg P,O, in der Analysenprobe. 
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Nach aufeinanderfolgender alkalischer und saurer Behandlung gemab 
den Angaben von Bamann und Diederichs lieB sich folgende Wirksamkeit 
in der entsprechenden Menge der Lésung feststellen: 

a) gegeniiber Phenylphosphorséure : 

bei pu = 5,1: keine Wirksamkeit, 
bei pu = 8,9: keine Wirksamkeit ; 
b) gegeniiber Natriumpyrophosphat : 
bei pu = 4,9: entsprechend 0,041 mg P,O,; in der Analysenprobe, 
bei pu = 8,9: keine Wirksamkeit. 

Auch pyrophosphatasefreie Phosphatase ist leicht zuganglich. 
Der Harn, insbesondere der Mannerharn, der nach den Untersuchungen 
von W. Kutscher und seinen Mitarbeitern! sowie von EF. Bamann und 
WW. Salzer? im sauren Gebiet phosphatatisch sehr stark wirksam ist 


(Optimum py = 5,5), ist namlich praktisch frei von Pyrophosphatasen. 
I ) 


Diese Untersuchung hat Herr Dr. Walter Salzer durch wertvolle Rat- 
schlige geférdert; wir sprechen ihm dafiir unseren aufrichtigen Dank aus. 
Ebenso danken wir der Deutschen Forschungsgemeinschaft ergebenst fiir 
die Unterstiitzung unserer Arbeiten. 


1 W. Kutscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 285, 62, 1935; W. Kutscher 
u. H. Wolbergs, ebenda 236, 237, 1935; H. Wolbergs, ebenda 238, 23, 1936; 
W. Kutscher u. A. Worner, ebenda 238,.275, 1936; 239, 109, 1936. 2 Diese 
Zeitschr. 286, 147, 1936. 





Uber einige neue Barbitursiurederivate'. 
Von 
M. Buseh und Friedr. Keyser. 


(Aus dem Institut fiir Angewandte Chemie, Erlangen.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1937.) 

Die Entdeckung des Veronals als hervorragendes Narkoticum 
durch Emil Fischer hat die Forschung immer wieder auf die Barbitur- 
siure hingelenkt, so daB im Laufe der letzten Jahrzehnte Abkémmlinge 
der Saure in groBer Zahl untersucht worden sind, wobei aus naheliegenden 
Griinden anzunehmen ist, daB ein erheblicher Teil der diesbeziiglichen 
Arbeiten in den Journalen der wissenschaftlichen Laboratorien der 
chemischen Industrie ruht. Nachdem bisher vorwiegend Verbindungen 
bekannt geworden sind, die durch Alkylierung der Methylengruppe, 
neuerdings auch einer Imidgruppe der Barbitursiure (Evipan) ent- 
standen, haben wir vor einiger Zeit versucht, Amino- und Alkoxy- 
gruppen an den Methylenkohlenstoff zu legen. Von derartigen Deri- 
vaten ist die Anilinobarbitursaure 


NH—-COLCH.NH-C,H, 


CO<NH_ CO 


bereits bekannt*). Wir haben sie nochmals dargestellt, um ihr physio- 
logisches Verhalten kennenzulernen*. Die Saure zeigt — vermutlich 
durch hydrolytische Abspaltung von Anilin — starke Giftwirkung; 
deshalb wurde die Anilinogruppe acetyliert. Dadurch war die Gift- 
wirkung ausgeschaltet, aber es trat jetzt atich keine andere physio- 
logische Eigenschaft besonders in Erscheinung. Ebenso unwirksam 
erwiesen sich Barbiturséiuren, in die ein sekundares Amin eingefiihrt 
war. 

Wir haben daraufhin auch das zweite Wasserstoffatom der Methylen. 
gruppe durch Alkyl ersetzt. Zu diesem Zweck brachten wir die 5-Athyl- 
brombarbitursaéure mit Diéthylamin zusammen und konnten so unter 
geeigneten Bedingungen die gewiinschte Didth ylaminoath ylbarbitursdur 


 2E-60. |. Ce 
OC<NH-cO>°<N(C, Hye 


' Ferdinand Flury zum 60. Geburtstag gewidmet. — ? Tr. B. Johnson 
u. Shephard, J. amer. chem. Soc. 35, 998. — ® Herr Prof. Schiibel hatte 
die Giite, die hier dargestellten Verbindungen einer kurzen pharmako- 
logischen Priifung zu unterziehen, wofiir ihm auch an dieser Stelle herz- 
lich gedankt sei. 
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erialten. Merkwiirdigerweise lie die Verbindung weder beim Kalt- 
noch beim Warmbliiter eine narkotische Wirkung erkennen, auch 
eine besondere Giftigkeit trat nicht zutage. 

Bei dieser Gelegenheit ist auch die 5-Athylbrombarbitursdure 
pharmakologisch geprift worden. Der Bericht lautet: ,,2 bis 10 mg 
waren fiir etwa 30 g schwere Frésche tédlich; dem Tode ging eine ge- 
wisse Laihmung voraus. 1 mg bei einem 25 g schweren Tier war ohne 
narkotische Wirkung; die Injektion wurde drei Tage iiberlebt, am 
Injektionsort schwere Entziindung. Bei einer Ratte fiihrten 0,03 g 
pro 100 g K6érpergewicht injiziert ohne Narkose zum Tode. Beim Ka- 
ninchen blieben 0,008, 0,016, 0,033 und 0,066 g pro kg Kérpergewicht 
bei peroraler Verabreichung ohne narkotische Wirkung, dagegen wurde 
die Atmung stark erregt**. 

Weiterhin schien von Interesse, in der Athylbrombarbitursaure 
das Halogen durch eine Alkoxygruppe zu ersetzen, also ein Veronal zu 
gewinnen, in dem z. B. eine Athylgruppe gegen eine Athoxygruppe aus- 
getauscht ist. Da die zu diesem Zwecke eingeleitete Reaktion zwischen 
Bromid und Natriumathylat nicht zu dem gewiinschten Ziel fiihrte, 
vielmehr unter der Einwirkung des Athylats eine weitgehende Auf- 
spaltung der Barbitursiuremolekel erfolgte, haben wir, ausgehend vom 
Bromathylmalonsaureester, den anderen Weg gewahlt und die Athoxy- 
gruppe zunachst in den Ester eingefiihrt. Leider muBten wir erfahren, 


da&8 zwar der Athylithoxymalonester wie auch der Athylphenoxy- 
malonester leicht zu erhalten sind, beide jedoch keine Neigung zeigen, 
die bekannte Kondensation mit Harnstoff einzugehen. Auch der nicht 
ithylierte Athoxymalonester zeigte die gleiche Indifferenz. 


Versuche. 
Anitlinobarbitursdure. 


Die Kondensation des Anilinomalonsdureathylesters mit Harnstoff 
vollzog sich in der von Johnson, |. c., angegebenen Weise, d. h. tiber die 
Anilinomalonursaure als Zwischenprodukt, auch fanden wir die Angaben 
iiber die Eigenschaften der Verbindung bestatigt. Die Acetylverbindung 


NH.CO 


OC<N HCO 


~CH.NOC,H, 
CO.CHg 
wurde durch Kochen der Anilinoverbindung mit tiberschiissigem Essig- 
siureanhydrid gewonnen. Die Lésung wurde, um das unveranderte 
Anhydrid zu zerlegen, nach Zusatz von Wasser im Vakuum eingedampft 
und der élige Riickstand mit etwas Ather digeriert. Dabei schied sich 
die Acetylverbindung als kristallines Pulver ab. Beim Umkristallisieren 
aus Alkohol fielen farblose Nadeln an, die keinen scharfen Schmelz- 
punkt zeigten, sondern zwischen 255 bis 260° unter Schwarzfarbung 
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sich zersetzten. Die Substanz lést sich schon in kaltem Wasser, leic\)t 
beim Erhitzen; in Alkohol ist sie etwas schwerer léslich, unléslich jn 
Ather und Benzol. 


4,05 mg Substanz = 0,594 ceem N (20° und 718 mm). 
C,,H,,0,N;. Ber.: 16,09°, N. 
Gef.: 16,36°% N. 
Da die Verbindung mit salpetriger Saure kein Nitrosamin liefert, 
ist die Stellung der Acetylgruppe gesichert. 


Diath ylaminobarbitursdure. 

NH—CO. 
“NH—CO 
aus Diathylaminomalonsaureathylester und Harnstoff. Zur Gewinnung 
des Diathylaminomalonesters wurde Brommalonester (1 Mol) mit 
Diathylamin (2 Mol) zusammengebracht. Die durch Abscheidung des 
bromwasserstoffsauren Diathylamins bald kristallin erstarrende Masse 
wurde noch einige Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, dann der ent- 
standene Aminoester mit Ather extrahiert und das nach dem Ab- 
destillieren des Athers zuriickbleibende 1 der fraktionierten Destillation 
im Vakuum unterworfen. Die bei 19 mm zwischen 98 und 100° iiber- 
gehende Fraktion (Hauptprodukt) bildete ein gelbliches Ol, dessen 
salzsaures Salz sich in Alkohol léste,, aber schwer zum Kristallisieren zu 
bringen war. 


Oc ~CH.N(C,H;), 


N-Bestimmung des Oles. 

0,1289 g Substanz = 7,0cem N (13° und 739 mm). 

C,,H,,0,N.  Ber.: 6,06°, N. 
Gef.: 6,30°, N. 

Der Ester wurde mit Harnstoff und Natriumathylat in absolutem. 
tiber Na destillierten Alkohol 8 Stunden im geschlossenen Rohr bei 10° 
erhitzt, darauf der Rohrinhalt von Alkohol befreit und der Riickstand 
bis zur klaren Lésung mit Wasser versetzt. Da diese Liésung beim 
Neutralisieren mit Salzsaure vollkommen klar blieb, wurde sie im 
Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand mit 50 °,igem 
Alkohol extrahiert. Aus dieser Lésung kamen bei hinlanglicher Kon- 
zentration farblose Kristallblattchen zur Abscheidung, die sich ziemlich 
schwer in Wasser und absolutem Alkohol, leicht in verdiinntem Alkoho! 
beim Erwarmen lésen. Die Verbindung zeigt saure, aber nicht mehr 
basische Eigenschaften; beim Erhitzen zersetzt sie sich gegen 350°. 

3,82 mg Substanz = 0,711 cem N (19° und 737 mm). 

C,H,,0,N;. Ber.: 21,1% N. 
Gef.: 21,0% N. 
Die in analoger Weise synthetisierten Dialkylaminoderivate 
NH.CO 


CO<N HH GO>CH-NRs 
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verhalten sich ahnlich wie die Diaéthylaminoverbindung; sie wurden 
analysiert und seien hier kurz durch einige Daten gekennzeichnet. 

Diisobutylaminomalonester. Gelbliches 61. Siedepunkt 148 bis 152° 
bei 19mm. HCl-Salz nicht léslich in Alkohol, daraus 

Diisobutylaminobarbiturséure. Sehr schwer loslich in Wasser, 
unléslich in Alkohol, leicht léslich in Eisessig; aus dieser Lésung in zu 
Biischeln vereinigten, wasserhellen Tafelchen. Schmelzpunkt 355°. 

Diamylaminomalonester. Gelbes Ol. Siedepunkt 148 bis 150° 
bei 19 mm. 

Bei der Einwirkung von Harnstoff auf diesen Ester erhalt man je 
nach den Versuchsbedingungen zwei verschiedene Kondensations- 
produkte. Erhitzt man die Komponenien im EinschluBrohr 8 Stunden 
bis 100°, so resultiert ein K6érper, der sich nur in Eisessig in gréBerer 
Menge lést und daraus in farblosen Nadeln vom Schmelzpunkt 325° 
kristallisiert. Die Analysen entsprechen aber nicht der fiir die erwartete 
Barbiturséure berechneten Formel C,,H,;0,N;, sondern fiir ein Molekiil 
(,;Hy40,N,. Danach diirfte 1 Mol. Malonester mit 2 Mol. Harnstoff 
unter Austritt von Alkohol, Wasser und Ammoniak reagiert haben und 
wohl ein Molekiil folgender Formel vorliegen: 

NH ZC 
N’ | 


| 

CO / CH.N(C;H,,)s- 
2. ae 

NZ —CoO 


3,945 mg Substanz = 3,165 mg H,O und 8,420 mg CO,, 
7,341 mg Substanz = 1,144ccem N (18° und 747 mm). 


C,;H,,0,;N,. Ber.: 58,44°%, C, 7,79°% H, 18,18%, N. 
Gef.: 58,25°, C, 8,96°., H, 17,97°) N. 

Molekulargewichtsbestimmung in siedendem Eisessig: 

Gef.: M = 332. 
Ber.: M = 308. 

Als wir bei einem zweiten Versuch die Kondensation des Malon- 
esters mit Harnstoff in alkoholischer Athylatlésung unter RiickfluB 
auf siedendem Wasserbad (6 Stunden) vornahmen, ergab sich ein Produkt, 
das aus 50 %igem Alkohol als farbloses, mikrokristallines Pulver anfiel, 
bei 313° schmolz und einer N-Bestimmung zufolge die erwartete Di- 
amylaminobarbitursaure darstellt. 


5,061 mg Substanz = 0,675 cem N (17° und 753 mm). 
C,,H,;0,N;. Ber.: 14,84°) N. 
Gef.: 15,14% N. 
Allylaminomalonester aus Brommalonsaureathylester und Allyl- 
amin. Gelbes Ol, das unter 19mm bei 132 bis 135° iiberging. Allyl- 
aminobarbitursdure kristallisiert aus 50°,igem Alkohol in farblosen 


D* 
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Tafelchen; beginnt schon bei 175° zu sintern und zersetzt sich zwisclien 
232 und 237°. 

Didthylaminodthylbarbitursdure. 
NH—CO C,H, 
NH—CO <N'(C,H 
aus 5-Athyl-5-brombarbiturséure und iia Fiigt man zu 
einer alkoholischen Suspension der fein gepulverten Barbitursiure 
Diathylamin, so geht die Siure unter Erwarmung der Fliissigkeit bald 
in Lésung und auf Zusatz von Ather setzen sich nach einiger Zeit schin 
ausgebildete, wasserhelle, prismatische Kristalle ab, die bei 121° schmel- 
zen. Es liegt das Didthylaminsalz der Athylbrombarbitursdure vor, denn 
das Halogen ist in organischer Bindung geblieben und durch kalte Lauve 
wird die Verbindung wieder in ihre Komponenten zerlegt. 

Fir die Gewinnung der Diathylaminobarbitursdiure hat sich 
folgendes Verfahren als zweckmaBig erwiesen: 5 g Athylbrombarbitur- 
sdure, fein pulverisiert, werden in 25 ccm absol. Alkohol mit 4 g Diathy!- 
amin 2 Tage lang im geschlossenen Rohr bei 50° erwarmt. Nach dieser 
Zeit ist in der Fliissigkeit ein “Haufwerk von derben Kristallen zur 
Abscheidung gekommen; sie lassen sich aus Wasser, in dem sie spielend 
leicht léslich sind, in farblosen, spieBigen Nadeln erhalten. 

Aus gew. Alkohol kristallisiert die Substanz in Prismen oder schén 
ausgebildeten, vierseitigen Saulchen. Sie beginnen tiber 180° sich rot 
zu farben, werden dann dunkelbraunrot, sintern iiber 210° und schmelzen 
bei 218 bis 219°. Der K6rper ist kaum loslich in Ather und Benzol, sehr 
schwer in Dioxan und absol. Alkohol, erheblich leichter in 96 %igem 
Alkohol. Ausbeute etwa 60% der berechneten. Trotz mehrmaligem 
Umbkristallisieren aus Wasser und aus Alkohol haften der Substanz 
immer noch Spuren von Brom (organisch gebundenem) an. Die Analyse 
ergab den der Athyldiathylaminobarbitursiure entsprechenden Gehalt 
an’ Stickstoff. 


4,743 mg Substanz = 0,753 ccm N bei 13,3° und 738 mm. 
CyoH,;,0,N3. Ber.: 18,50% N. 
Gef.: 18,28°% N. 

Nachdem wir spaterhin beobachteten, daB die Substanz bei 90 
bis 100° verwittert, und zwar unter Abgabe von Wasser und Diathy!- 
amin, welch letzteres auch beim UbergieBen der Kristalle mit Lauge 
entweicht, wurde ein bei 100° getrocknetes Praparat analysiert. 

5,202 mg Substanz = 0,826 cem N (19° und 727 mm). 

CyoH,;0,N,. Ber.: 18,5% N. 
Gef.: 17,8°% N. 

Der jetzt gefundene, etwas geringere Wert fiir N ergibt sich daraus, 
daB das — salzartig gebundene — Amin mit seinem héheren N-Wert 
entfernt war, nunmehr auch die oben erwahnte, geringe Beimengung 
von Bromid zum Ausdruck kommt. 


OC< >C 
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Die alkoholische Reaktionsfliissigkeit hinterlieB beim vorsichtigen 
Einengen (schlieBlich im Exsikkator tiber Schwefelsdure) einen dicken, 
briunlich gelben Sirup, der nach einiger Zeit zum Teil kristallin er- 
starrte. Das abgepreBte Produkt lieferte aus alkoholischer Lésung eine 
yeringe Menge einer farblosen Kristallmasse, die im wesentlichen aus 
einem Gemenge von Athyldiithylaminobarbitursiure und unver- 
inderter Athylbrombarbitursaure bestand. 

Der Versuch, aus der Athylbrombarbitursiure mittels Natrium- 
ithylat zur Athoxydthylbarbiturséure zu gelangen, fiihrte nicht zum 
Ziel; auch nach langerem Sieden der Komponenten in absolut alkoholi- 
scher Lésung wurde das Bromid unverandert zuriickgewonnen. Beim 
Erhitzen des Bromids mit im Wasserstoffstrom getrockneten Athylat 
firbte sich das Gemisch gegen 110° gelb, wahrend gleichzeitig Zer- 
setzung unter Gasentwicklung sich bemerkbar machte. Der Riickstand 
bestand im wesentlichen aus NaBr. Dagegen lieB sich der Athylbrom- 
malonsdureaithylester ohne Schwierigkeit mit Natriumathylat in den 
Athoxydthylmalonester iiberfiihren. Nach sechsstiindigem Erhitzen der 
absolut alkoholischen Lésung von Bromid und Athylat wurde der 
Alkohol abdestilliert, der Riickstand in Wasser aufgenommen und diese 
Lésung mit Ather ausgeschiittelt. Der atherische Auszug hinterlieB 
beim Abdestillieren ein (1, dessen Hauptfraktion unter 18 mm bei 
95 bis 100° iiberging. 

0,1667 g Substanz = 0,3455 g CO, und 0,1346g H,O. 

C,H 0; Ber.: 56,90% C, 8,62°% H. 
Gef.: 56,53° C, 9,03°, H. 

Die dem vorliegenden Ester entsprechende Athylathoxybarbitur- 
siure war nicht zu erhalten; Erhitzen des Esters mit Harnstoff in 
Athylatlésung bewirkte wieder Aufspaltung des Esters. 

Der gleiche MiBerfolg ergab sich bei Versuchen mit Athoxymalon- 
ester und Phenoxydthylmalonester. Beziiglich des letzteren sei erwahnt, 
da8 er aus Athylbrommalonester und Natriumphenolat in absolut 
alkoholischer Lésung durch zweistiindiges Erhitzen auf dem Wasserbad 
zu erhalten ist. Gelbliches 61, das unter 20 mm Druck bei 175 bis 180° 
aufgefangen wurde. 

0,1139 g Ester = 0,2699 g CO, und 0,076 g H,O. 

5H»); Ber.: 64,28°% C, 7,14°% H. 
Gef.: 64,63°% C, 7,46°, H. 





Die Beeinflussung des Vergirungs- und Vermehrungsvermégens 
der Hefe durch Alkaloide. 


Von 
(. Enders und F. M. Wieninger?. 
(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 15, Juli 1937. 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus zahlreichen, hauptsichlich alteren Untersuchungen wissen 
wir, daB Hefegifte in niederen Konzentrationen die Lebenstatigkeit 
der Hefe begiinstigen: und erst in héheren Konzentrationen hemmende 
Wirkung ausiiben bzw. bei einem Grenzwert das Leben der Hefe voll- 
kommen abtéten (1). Da bei den vorliegenden Arbeiten mit wenigen Aus- 
nahmen (2) zwischen der Beeinflussung des Hefewachstums und des Gir- 
vermogens nicht streng unterschieden wurde, teilweise wohl auch aus 
Mangel an den nétigen Methoden bedingt, erschien es uns wissenswert, 
mit neuerer Methodik festzustellen, inwieweit sich der stimulierende und 
sistierende EinfluB von Hefegiften auf diese beiden physiologischen Vor- 
ginge unterscheidet, weil sich hieraus ein Beitrag zu der wichtigen Frage 
ergibt, in welchem Mae die diesen beiden LebenséuBerungen zugrunde 
liegenden Enzymmechanismen gekoppelt sind. Als Untersuchungs- 
material verwendeten wir mehrere Alkaloide, um zugleich die Kenntnis 
liber die Beeinflussung der Hefe durch diese Stoffe, iiber welche in der 
Literatur nur sparliche Angaben vorliegen, zu erweitern. 

Lutz (3) machte die Feststellung, daB Alkaloide als Stickstoffquelle 
von Aspergillus niger und Penicillium glaucum nicht verwertet werden: 
nach Fermi (4) hebt ein Zusatz von Glykosiden und Alkaloiden in den 
meisten Fallen die Enzymbildung von Bakterien (Bac. pyocyaneus) aui 
Nahrbéden auf; die geringste Wirkung besitzt Morphin, die starkste Chinin. 
Somogyi (5) untersuchte mit Hilfe der Lohnsteinschen Garréhrchen die 
Wirkung von verschiedenen Alkaloiden auf die Garfahigkeit der Hefe, 
besonders im Hinblick auf ihren stimulierenden Einflu8 in der Angarung, 
und stellte fest, daB Chinin bereits in geringer Konzentration die Garung 
fordert, wahrend dies bei Cocain und Pilocarpin erst bei starkerem Gehalt 
der Fall ist. Eine Unterscheidung zwischen Garung und Vermehrung traf 
er nicht. 

Neuberg und Mitarbeiter (6) fanden bei Theobromin eine starkere 
stimulierende Wirkung auf die Garung (gemessen durch die C O,-Entwickluny 
im Garthermostaten) als bei Coffein. Kiirzlich hat Stadnitschenko (7) nach- 
gewiesen, da das Cocain bei einer Konzentration von 0,05 bis 1,0°, von 
einigen Hefen als Nahrstoff ausgenutzt wird und zwischen 0,1 und 0,5‘ 
Cocain eine Beschleunigung der Zellvermehrung verursacht, die bei 0,2° 
Alkaloid ein Maximum erreicht. Dabei konnte der russische Forscher die 
interessante Feststellung machen, daB durch die Einwirkung des Alkaloids 


' Einen Teil der experimentellen Arbeit fiihrte Fraulein V. Liegl au- 
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neue ,,Rassen‘* von Saccharomyces cerevesiae entstehen, die sich von der 
Ausgangsform morphologisch und physiologisch unterscheiden. 

Wir ermittelten die vollstiéndigen Reiz- und Hemmungskurven 
yon den Alkaloiden: Chinin (Chlorid), Papaverin (Chlorid), Coffein 
Citrat), Cinchonin (Chlorid) und Pilocarpin (Chlorid). 

Fiir samtliche Versuche wurde die gleiche 10°,ige Glucosemineralsalz- 
lésung von nachstehender Zusammensetzung angewendet. 0,4 g¢ KH,PO,, 
0,2 ¢ K,HPO,, 0,2 g MgCl, 0,06 g CaCl, 0,2 g NH,Cl, 0,4 g Asparaginsaéure 
wurden unter Kochen in 200 cem destilliertem Wasser gelést und nach dem 
Erkalten filtriert. Diese Mineralsalzlésung wurde zu einer Lésung von 200 g 
Glucose gegeben, das ganze mit 200 ccm gehopfter Bierwiirze als Wuchs- 
stoffquelle versetzt und auf 2 Liter aufgefiillt. Durch entsprechende Ver- 
diinnung der 10°, igen Glucosenahrlésung mit sterilem destilliertem Wasser 
und Zusatz der entsprechenden Menge Alkaloidsalzlésung, erhielten wir 
dann eine 5°,ige Nahrlésung mit gewiinschtem Alkaloidgehalt. In allen 
Fillen wurde die aus 2 Tage alten Kulturen von untergariger Bierhefe 
unseres Stammes 138 erhaltene Hefe (0,3 g aus 50 cem Wiirze) nach dem 
AbgieBen der vergorenen Wiirze mit 20ccem_ sterilem Leitungswasser 
|), Stunde gewaschen, kurz abzentrifugiert und auf einem sterilen Gipsblock 
getrocknet. Je 0,5 g dieser gipsblockfeuchten Hefe wurden in 20 cem sterilem 
Leitungswasser aufgeschlammt und von dieser Hefesuspension jeweils 
05ceem zu l0cem obiger 5°, iger alkaloidhaltiger Glucosenahrlésung 
gegeben. Sowohl nach 24stiindigem als auch nach 48stiindigem Bebriiten 
der Konzentrationsreihen im Thermostaten bei 25° C wurde die Vergarung 
und die Vermehrung in den einzelnen Hefeansatzen bestimmt. 

Bei den orientierenden Vorversuchen zur Ermittlung der ungefahren 
Grenzwerte bedienten wir uns der Garréhrehen nach Lohnstein, die fiir 
exakte Messungen nicht brauchbar sind. 

In den Hauptversuchsreihen wurde die Gdrkraft mangels eines Gar- 
thermostaten durch jodometrische Bestimmung des unvergorenen Zuckers 
nach Willstdtter-Schudel ermittelt, wobei die durch den Alkaloid- und 
Nahrstoffgehalt bedingten Reduktionsblindwerte beriicksichtigt wurden. 

Die Vermehrung der Hefe wurde durch photoelektrische Triibungs- 
messung mit dem Lange-Kolorimeter verfolgt, welches fiir diesen Zweck 
bereits friiher mit Erfolg von uns verwendet wurde (8). Uber die Wirkungs- 
weise dieses Instruments (9) und seine Brauchbarkeit zur Hefemessung 
wurde bereits an anderer Stelle (10) berichtet. Zum Vergleich wurde die 
Bestimmung der Generationsdauer nach E. Almoslechner in die Unter- 
suchungen mit einbezogen. 


Im folgenden ist die Beeinflussung der Hefe unter den angegebenen 
Versuchsbedingungen durch Cinchoninchlorid tabellarisch und graphisch 
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wiedergegeben und auf die Auswertung der Versuchsergebnisse najver 
eingegangen. 


Tabelle I. 5°,ige Glucosenahrlésung mit Cinchoninchlorid. 





Vermehrung Vergirung 








Triibungsgrade (prozentuale Generations- mg unvergorene Glucose 
Absorption) nach dauer in 20cem N&hrliésung nach 


Cinchonin 








{ 


24 Std. 48 Std. 24 Std. 48 Std. 


0,5 6,0 6,1 -- 979 977 
0,3 6,0 6,2 956 961 
0,2 22,0 30,9 815 540 
0,1 29,3 35,0 8,34 679 364 
0,05 28,7 34,1 6,46 668 349 
0,02 |] 27,7 33,1 6,26 668 358 
0,01 27,1 29,9 6,35 670 367 
0,00 = ‘|| 27,0 31,4 5,79 680 385 





Wie sich durch graphische und mathematische Extrapolation 
ergibt, tritt eine 25°, ige Hemmung! bei folgenden Konzentrationen ein. 
Bei der Vermehrung: nach 24 Stunden bei 0,22 °, Cinchoninchlorid 

yo 4S - » 0,258 % 
» 9» Vergaérung: 24 ns » 0,16 % 
_— eee 

» »» Generationsdauer: 0,075 °, 

Auf die Vergdrung wirkt Cinchoninchlorid nach 24 Stunden bei 
einer Konzentration von 0 bis 0,1°% stimulierend und bewirkt bei 
0,05° Alkaloid eine maximale Steigerung von 7,5° iiber den Ver- 
garungsgrad des ohne Alkaloidzusatzes durchgefiihrten Nullversuches 
hinaus. Nach 48 Stunden zeigt sich eine Girbeschleunigung im Kon- 
zentrationsbereich zwischen 0 bis0,125 °, Cinchoninchlorid ; die maximale 
Stimulation von 10°, wird bei 0,05 °%, erreicht. 

Nach 24stiindigem Wachstum zeigt die Vermehrung zwischen 
0 bis 0,15 % Cinchoninchlorid eine maximale Steigerung von 10%, bei 
einer Alkaloidkonzentration von 0,08%; nach 48 Stunden ist eine 
Stimulierung des Hefewachstums zwischen 0) bis 0,2 °% Cinchoninchlorid 
festzustellen; der Héchstwert von 12,5 °%, liegt bei einem Alkaloidgehalt 
von 0,1 %. 

Beim Generationsdauerversuch ist in keinem Falle cine Stimulation 
beobachtet worden. Die fiir die anderen Alkaloide entsprechend 
obiger Auswertung gefundenen Grenzwerte sind in der Tabelle IT und ITI 
vergleichend zusammengestellt; die Grenzkonzentrationen fiir Cin- 
chonin sind wegen des besseren Gesamtiiberblickes mit einbezogen. 


' Entsprechend einem Vorschlag von Hdgglund. 
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Tabelle II. 25°,ige Hemmung. 





24 Std. 





Alkaloid 


Chinin 
Papaverin 
Coffein 
Cinchonin 
Pilocarpin 


Tabelle III. 


Vergirung 
0) 


0,064 
0,075 
0,110 
0,160 
5,750 


C 0 


Stimulationsbereich 


0,073 
0,250 
0,220 
0,220 
6,750 


Vermehrung Vergiirung 


Fl 


0,068 
0,100 
0,120 
0,180 
5,250 


48 Std. 


Generations- 
dauer 


Vermehrung 


> O!5 


0,013 
0,025 
0,060 
0,075 


0,087 
0,260 
0,240 
0,250 
7,500 


sowie maximaler Reizwert M. 





24 Std. 


Alkaloid | Vergarung 


9 


Chinin... ~~ 


Papaverin 


Coffein .. 


0—0,1.% 
M: 7.5% 
bei,04 % C. 


Cinchonin 


Vermehrung 


0 
) 


(0 —0,06 % 

| M: 6,3%* 

| bei 0,05, Ch. 
10—0,21 % 
|.M: 10% 

| bei 0,1% Pa. 


|0—0,15 % 
M: 10% 
bei 0,08 % C. 


48 Std. 


Vergirung 
% 


0—0,125 % 
M: 10% 
bei 0,05 % C. 


b Generations- 
Vermehrung daner 
0 

0 


0—0,08 % 
M: 13,0% 
bei 0,06 % Ch. 
0—0,22 % 
M: 10% 

bei 0,1 % Pa. 


0—0,015 % 
M: 5° 
bei 0,01 % Pa. 


0-2%, 
M: 12,5% 
bei 0,1 % C. 


0-1% 
M: 35% 
| bei 0,3 °% Pi. 


0-01% |0-32%  0-1,2% 
M: 75% |M: 35% M: 3% 
bei 0,04 % Pi. | bei0,5% Pi. bei 1% Pi. 

* D.h. im Konzentrationsbereich von 0 bis 0,06), zeigt sich der stimulierende Ein- 
flu8 des Chinins. Bei 0,059 9 Chinin erreicht die Stimulation ein Maximum und betriigt im 
vorliegenden Falle 5,3°/, des Wachstums der Hefe im Blindversuch ohne Chinin. 


Pilocarpin 


Sowohl die Angaben iiber die 25 °,ige Hemmung als auch iiber die 
Stimulation zeigen, da beim Generationsdauerversuch zwar die Reihung 
der Giftwirkung mit der auf die Vergirung stattfindenden iiberein- 
stimmt, aber die Absolutkonzentrationen ganz andere sind. Die Ursache 
fiir diese Abweichungen ist in der Tatsache zu suchen, da® fiir die Gift- 
wirkung nicht die Giftkonzentration der Lésung verantwortlich ist, 
sondern nur das Verhaltnis von Giftmenge zu Hefemenge innerhalb 
bestimmter Konzentrationsgrenzen (16). 

Wegen der geringen Hefeaussaat bei der Durchfiihrung 
Generationsdauerbestimmung ist dies Verhaltnis gréBer als bei den 
anderen Versuchsansitzen, so da alle Hemmungsgrenzen zwangs- 
laufig bedeutend niedriger liegen. Weil lediglich das Verhaltnis von 
Giftstoffmenge zu Hefemenge fiir die Giftwirkung mafgebend ist, 
sind wegen der verschiedenen Versuchsanordnung, aber auch wegen 


der 
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des verschiedenen physiologischen Zustands der Versuchshefen, j¢ 
abweichenden Zusammensetzung der Nahrlésung usw., die in der 
Literatur angegebenen Hemmungs- und Stimulationsgrenzen nicht 
vergleichbar. Dies ist nur fiir die in Parallelversuchen gefundene 
Reihung der Giftwirkung der Fall. 

Die hemmende Wirkung der von uns untersuchten Alkaloide 
nimmt bei Vergiérung und Vermehrung sowohl nach 24 als auch nach 
48 Std. in der Folge: Chinin, Papaverin, Coffein, Cinchonin, Pilocarpin ab, 
wodurch die von Woker (12), Young (13) sowie Euler und Sahlén (14) 
gefundene extreme Giftigkeit des Chinins auf Mikroorganismen erneut 
bestatigt wird. Es sei in diesem Zusammenhang daran erinnert, dal 
nach T'raube und Onodera (15) die Erklarung fiir diese starke Gift. 
wirkung des Chinins auf die Hefegirung in dem ausgepragten Flockungs. 
vermogen dieses Alkaloids zu suchen ist. Auffallend ist die miabize 
Giftwirkung von Pilocarpin, welches die gleiche Hemmungswirkung 
wie die anderen Alkaloide (Papaverin, Coffein, Cinchonin) erst in 30 mal 
stirkerer Konzentration hervorruft. 

Auch hinsichtlich des férdernden Einflusses auf die Vermehrung 
steht Chinin an erster Stelle und iibt bei der niedersten Konzentration 
(0,06 °, nach 48 Stunden) den starksten Reiz (13° Steigerung) auf 
die Hefevermehrung aus. Pilocarpin zeigt bei verhaltnismaBig hohen 
Konzentrationen eine niedrigere Férderung von Vergarung und Ver- 
mehrung. Papaverin, Coffein und Cinchonin behalten, was die Hohe 
des Stimulationswertes sowie die GréBenordnung des Konzentrations- 
bereichs anbetrifft, die namliche Reihung, wie sie bei der hemmenden 
Wirkung gefunden wurde, bei. 

Zwar wirken alle Alkaloide hemmend auf die Vergarungskraft 
und auf das Vermehrungsvermégen der Hefe, aber es ergibt sich hierbei 
die auBerst bemerkenswerte Tatsache, daB die Vergarung bereits bei 
niedrigeren Konzentrationen im selben Mabe eingeschrankt wird wie 
die Vermehrung. Bei Coffein z. B. wird die Vermehrung erst bei der 
doppelten, bei Papaverin sogar erst bei der 3,3fachen Giftkonzentration 
nach 24 Stunden zu einem Viertel gehemmt wie bei der Vergirung. 
Die Differenz der Absolutkonzentrationen an Giften, bei denen die 
25% ige Hemmung jeweils erfolgt, ist um so gréBer, je geringer die 
Giftigkeit des betreffenden Alkaloids ist. Diese unterschiedliche Be- 
einflussung von wachsender und garender Hefe durch Alkaloide steht 
in einem gewissen Widerspruch zu der wohl durch die Erfahrungen an 
groBtechnischen Garungen bedingten, allgemein vertretenen Ansicht, 
daB die Hefebildung der Garung vorauseilt und gewissermaBen erst die 
Voraussetzung fiir diese schafft. 

Nach dem vorliegenden Tatsachenmaterial ware daran zu denken, 
daB die Vermehrungshemmung durch die vorher erfolgte Schwachung 
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Gartatigkeit bedingt ist, so daB also eine direkte, bedingende 
<opplung der diesen beiden LebensaéuBerungen zugrunde liegenden 
Enzymmechanismen angenommen werden miiBte. Zellvermehrung 
ohne Garung ist somit nicht méglich. Die geringere Empfindlichkeit 
des Zellvermehrungsvermégens ware daher nicht als solche anzusehen, 
sondern damit zu erklaren, daB die Hefe ihre Vermehrung einstellen 
muBte aus Mangel an assimilierbaren Abbauprodukten, die durch 
enzymatische, mit der Giartatigkeit verkniipfte Vorginge gebildet 
werden. Die Hemmung der Zellvermehrung ware somit nur eine Folge 
derjenigen der Gartaitigkeit. Inwieweit allerdings diese Kopplung 
zwischen Garung und Vermehrung durch gleichartige Inaktivierungs- 
vorginge an Substanzen iibereinstimmender Eigenschaften in ver- 
schiedenen, voneinander unabhangigen Enzymsystemen (Flockungs- 
vorgange, Salzbildung usw.) vorgetéuscht wird, kann nicht entschieden 
werden. 

Im Gegensatz zu Cinchonin (siehe auch Abb. 1, 8. 23), welches eine 
deutliche, und zu Pilocarpin, welches nach 48 Stunden nur eine mabige 
Stimulation der Vergarung zeigt, ist bei Chinin und Papaverin, also 
den fiir das Hefeleben giftigsten der untersuchten Alkaloide, kein 
Stimulationseffekt auf die Vergarung festzustellen. Wahrend bei allen 
anderen Alkaloiden die Vermehrung stimuliert wird, zeigt Coffein 
auch diesen Reiz nicht. Die Tatsache, daB im allgemeinen die Ver- 
mehrung immer stimuliert wird, wahrend die Vergirung von den 
giftigeren der untersuchten Alkaloide nicht beeinfluBt wird, scheint 
uns ein Beweis dafiir zu sein, daf die Giftwirkung auf die Vergarung 
lediglich ein auf physikalisch-chemischen Vorgaingen beruhender 
InaktivierungsprozeB der Garungsenzyme ist, wahrend die Giftwirkung 
auf die Zellvermehrung eine Beeinflussung des Hefelebens als Ganzes 
darstellt. Die Stimulation der Zellvermehrung ware, in Anbetracht 
der von Traube und Onodera (\. ¢.) vertretenen Ansicht, daB die Gift- 
wirkung in erster Linie eine Oberflaichenreaktion darstellt und direkt 
durch die Oberflachenspannung ausgedriickt werden kann, als das 
Bestreben der Hefe anzusehen, durch eine Steigerung ihrer Oberflache 
die Giftwirkung, die sich ja als Giftmenge pro Flacheneinheit darstellt, 
zu vermindern, 

Die 25% ige Hemmung findet sowohl bei der Vergarung als auch 
bei der Vermehrung nach 48 Stunden erst bei héheren Alkaloidkonzen- 
trationen statt als nach 24stiindigem Wachstum der Hefe. Zweifelios 
liegt dem ein Gewéhnungsproze8 zugrunde, und zwar ist die Konzen- 
trationsdifferenz zwischen der nach 24 und der nach 48 Stunden ein- 
tretenden Hemmung gleicher GréBenordnung um so gréBer, je geringer 
die Giftigkeit des betreffenden Alkaloids ist. Uber die Gewéhnung 
von Hefe an Gifte sind in der Literatur mannigfache Angaben auf- 
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zufinden; wir haben sie kiirzlich (16) bestaétigen kénnen. Wiailire:: 
bei der Zellvermehrung diese Gewéhnung als AbwehrmaBnahme ces 
Mikroorganismus leicht erklarlich ist, muB bei der Vergarung, ent- 
sprechend den obigen Ausfiihrungen, angenommen werden, dal} cic 
25° ige Hemmung der Vergaérung nach 48 Stunden deshalb bei héheren 
Konzentrationen liegt, weil durch das Hefewachstum mehr an Garunys- 
enzymen produziert wurde, welche hodhere Giftkonzentrationen 7. 
ihrer Inaktivierung bendétigen. 


Der Versuch, die Gift- und Reizwirkung der untersuchten Alkaloide 


mit jener auf den tierischen Organismus in Vergleich zu_setzen, 


konnte nicht durchgefiihrt werden, da iiber die Reizgrenzen und 
Tédlichkeitsgrenzen der Alkaloide auf den Tierkérper entsprechend 
der Mannigfaltigkeit der physiologischen Erscheinungsformen exakte, 
vergleichbare Angaben in der Literatur nicht aufzufinden waren. 
Jedoch zeigte sich bei einem Vergleich der maximalen Einzelgaben (17): 


Tabelle IV. 





Gribte pharmazeutische 


Gribte pharmazeutische 


Einzelgabe in g Einzelgabe in g 
Pilocarpin ..... 0,02 Cinchonin ..... 0,3—0,5 
Papaverin ..... 0,2 Coffein ........ 0,5 
CHI ace i} 0,3—0,5 


die interessante Tatsache, dafs dem Pilocarpin, welches auf die Hefe 
erst in verhaltnismaBig hohen Konzentrationen einwirkt, die grébte 
Wirkung gegeniiber dem tierischen Organismus zukommt. Es _ wird 
also der Mechanismus der Giftwirkung durch Alkaloide auf den pflanz- 
lichen Hefeorganismus ein ganz anderer sein, als auf den Tierkérper. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchungen itiber den stimulierenden und den hemmenden 
tinflu8 von Chinin, Papaverin, Coffein, Cinchonin und_ Pilocarpin 
auf das Vergirungs- und Vermehrungsvermégen der Hefe nach 24- und 
48stiindigem Bebriiten zeigten, daB die Giftigkeit dieser Alkaloide 
(ausgedriickt durch die 25° ,ige Hemmung dieser LebensaéuBerungen) 
in der angegebenen Reihenfolge abnimmt. Dementsprechend _liegen 
die Stimulationsgrenzen bei den wirksameren Alkaloiden bei niedrigeren 
Konzentrationen als bei den weniger giftigen. Im allgemeinen wird 
die Vergairungskraft schon bei niedrigeren Konzentrationen des- 
selben Alkaloids im gleichen MaBe gehemmt wie das Vermehrungs- 
vermégen. Aus der Tatsache, daB bei den giftigsten der untersuchten 
Alkaloide ein Stimulationseffekt nur auf das Vermehrungsvermégen 
der Hefe zu verzeichnen ist, wird der Schlu8 gezogen, da®B der Einflul 
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der Alkaloide auf die Vergirungskraft der Hefe auf einer Inaktivierung 
der Garungsenzyme beruht, wahrend die Stimulation der Zellvermehrung 
in dem Bestreben der Hefe, durch OberflachenvergréBerung die Gift- 
wirkung zu vermindern, ihre Erklérung findet. Die 25°,ige Hemmung 
yon Vergérungs- und Vermehrungsvermégen der Hefe erfolgt nach 
48 Stunden bei héheren Alkaloidkonzentrationen als nach 24 stiindigem 
Wachstum der Hefe (Gewéhnung!). Die Reihung der Giftigkeit der 
einzelnen Alkaloide auf die Hefe stimmt mit derjenigen auf den tieri- 
schen Organismus nicht iiberein. 
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Zur Frage der Glykolyseaktivierung durch Carotin'. 


Von 
Ch. Aszkenazy, K. Stern und R. Willheim?. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1937.) 


Wahrend die Aufklarung des chemischen bzw. enzymatischen 
Mechanismus des Zuckerabbaues in den letzten Jahren ganz grobye, 
vielleicht entscheidende Fortschritte zu verzeichnen hatte und auch zu 
einem gewissen Abschlu8 gekommen ist, scheint uns die Beeinflussung 
dieses Prozesses durch auBere Faktoren noch sehr der Bearbeitung zu 
bediirfen. Im besonderen trifft dies fiir den Abbau des Zuckers zu 
Milchsaure, die Glykolyse, zu. Diese begegnete ja stets einem besonderen 
Interesse der Biologen, da sie nicht nur fiir eine Reihe bestimmter 
niederer Lebewesen eine nennenswerte Energiequelle darstellt, sondern 
weil dies auch bei den héchsten Lebewesen in einer bestimmten Phase 
der Muskelarbeit der Fall ist. AuBerdem ist nach den grundlegenden 
Untersuchungen von Warburg das bésartige Geschwulstgewebe dadurch 
ausgezeichnet, daB es einen ganz unverhiltnismaBig groBen Anteil 
seines Energiebedarfs durch SpaJtungsvorginge zu decken vermag. 
Es war daher nicht ausgeschlossen, da man durch Studien iiber die 
Beeinflussung glykolytischer Vorginge durch auBere Faktoren gewisse 
Aufklarungen iiber die Besonderheit derartiger abwegiger Stoffwechsel- 
vorgange gewinnen kénnte. 

Auf diesem Wege wurden nun schon tatsachlich gewisse Erfolge erzielt ; 
vor allem handelt es sich hierbei um Studien liber die Beeinflussung der 
Glykolyse durch Oxydationsvorgdnge, wie sie in dem als Resynthese ge- 
deuteten Effekt der Atmung (Pasteur-Meyerhofsche Reaktion) zum Aus- 
druck kommt. Dieses Problem scheint nun auch durch Untersuchungen 
beleuchtet zu werden, die vor wenigen Jahren in Gemeinschaft mit C. Wetzler- 
Ligeti (1) iiber die Beeinflussung der Blutglykolyse durch Zusatz von Carotin 
ausgefiihrt wurden. Es ergab sich némlich zunichst, daB die Glykolyse der 
Erythrocyten durch zugesetzte wasserig-kolloidale Carotinlésungen im all- 
gemeinen gesteigert wird und da diese Steigerung auf der Sauerstoff 
aviditat des genannten Farbstoffs beruht, wodurch gleichsam eine relative 
Anaerobiose im glykolysierenden Medium geschaffen wird. In Gemeinschat! 
mit Ch. Frisch (2) ausgefiihrte Untersuchungen ergaben nun, daB diese: 
Befund keineswegs auf die Blutglykolyse beschrankt ist, sondern auch an 
einem viel iibersichtlicheren, weil strukturfreien Substrat, dem Lohmani- 
schen Muskelextrakt, nachweisbar ist. Auch hier ergab sich durch Zusat7 


! Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. — ? Ausgefiihrt mit Unterstiitzunyg 
der Gsterreichischen Gesellschaft zur Erforschung und Bekampfung de: 
Krebskrankheit. 
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yon Carotin eine deutliche Steigerung der Milchséurebildung. Diese wurde 
hier im Gegensatz zum Blute in viel eindeutigerer Weise, namlich nicht 
‘indirekt durch Bestimmung des Kohlenhydratschwundes, sondern durch 
direkte Ermittlung der Milchséurezunahme demonstriert. In diesen Ver- 
suchen mit Muskelextrakten konnte auch die olen erwahnte Wirkungs- 
weise des Carotins als Sauerstoffabfanger in tiberzeugender Weise nach- 
vewiesen werden. Wahrend namlich seit den Arbeiten von Lipmann (3) 
bekannt ist, daB die Glykolyse von Lohmann-Extrakten durch Zusatz von 
oxydativen Systemen, wie namentlich Chinon, weitgehend gehemmt werden 
kann, zeigte es sich hier, daB diese hemmende Wirkung der oxydativen 
Systeme durch gleichzeitigen Zusatz von Carotin aufgehoben werden kann. 
Diese Tatsache ist wohl nur mit der Annahme zu erklaren, daB der durch 
Chinon gebahnte Oxydationsvorgang vom Carotin dank seiner Sauerstoff- 
aviditat unterbrochen und dadurch die Glykolyse wieder erméglicht wird. 
Der SchluB erscheint naheliegend, da8 dem Chinon vergleichbare oxydative 
Systeme (Zwischenkatalysatoren) auch in den untersuchten biologischen 
Medien vorhanden sind und den Angriffspunkt der oben geschilderten 
Carotinwirkung darstellen. Auf die sehr interessanten Ergebnisse weiterer 
Untersuchungen iiber einen prinzipiellen Unterschied in glykolytischen 
Systemen von T'umoren (4) bzw. von Erythrocyten Krebskranker (1) soll 
hier nicht weiter eingegangen werden; es sei nur erwahnt, da®B in den 
genannten glykolytischen Systemen das Carotin eine steigernde Wirkung 
nicht entfalten kann und da& der Beweis als erbracht anzusehen ist, daB in 
diesen Medien die den Angriffspunkt des Carotins darstellenden oxydativen 
Systeme nicht vorhanden sind (5). 


Wahrend nun in den bisher angefiihrten Arbeiten das Carotin los- 
gelist von anderen verwandten Gewebsbestandteilen studiert wurde, 
war es die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, tiber diese schematische 
Betrachtung hinaus Versuchsanordnungen zu wahlen, die den physio- 
logischen Bedingungen naherstehen. Es war zu bedenken, dab diese im 
Pflanzen- und Tierreich ubiquitér vorhandenen Farbstoffe stets in 
innigster Vermengung mit Lipoiden vorkommen. Diese stellen das 
physiologische Loésungsmittel der Carotinoide dar und es war daher 
naheliegend, einerseits auch diese Lipoide, dann aber besonders Mi- 
schungen von Carotin mit diesen Lipoiden auf ihr Verhalten gegeniiber 
glykolytischen Vorgangen zu priifen. Wie aus den untenstehenden 
Tabellen hervorgeht, fiihrten diese Untersuchungen zu folgendem 
bemerkenswerten Ergebnis: Der Zusatz von wasserigen Lecithin- bzw. 
Cholesterinemulsionen beeinfluBt den Ablauf der Glykolyse nicht nennens- 
wert. Wird jedoch in einer im experimentellen Teil naher dargestellten 
Weise diesen kolloidalen Lésungen Carotin beigemischt, so ergibt sich 
ein auffalliger Gegensatz zwischen Lecithin. und Cholesterin-Carotin- 
emulsionen: die ersteren lassen die glykolysesteigernde Wirkung des 
Carotins véllig vermissen, die Cholesterin-Carotinlésungen fiihren dagegen 
in gleicher oder sogar starkerer Weise zu erhdhter Milchsdurebildung 
wie kolloidale Carotinlésungen allein. Werden Gemenge von Cholesterin 
und Lecithin mit Carotin versetzt, so hangt die Wirkung des Carotins 
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vom Verhdltnis zwischen den beiden Lipoiden ab: bei den von uns \ er. 
wendeten Lésungen (1 % Lecithinemulsion, 0,25 °, Cholesterinemulsion 
eigab es sich, daB beim Verhaltnis 1 : 2 zwischen den beiden Lésunyen 
fiir den Versuchsausfall jenes Lipoid maBgebend war, das in der gréBeren 
Volummenge zugesetzt worden war. Auf die aus diesen Befunden 
sich ergebenden Vorstellungen soll weiter unten eingegangen werden 


Experimenteller Teil. 
1. Darstellung des Muskelextraktes. 


Die Oberschenkelmuskulatur von kurz vorher getéteten Meerschwein 
chen wurde ausprapariert, 15 bis 20 g mit der Schere fein zerteilt, die drei. 
fache Menge einer 0,9°,igen KCl-Lésung zugesetzt und bei —— 1° zum 
Gefrieren gebracht. Das gefrorene Gemenge wurde mittels Quarzsand fein 
zerrieben, rasch aufgetaut und durch scharfes Abzentrifugieren der als 
glykolytisches System verwendete Muskelextrakt gewonnen. 


2. Darstellung der Carotin- und Lipoid- bzw. Lipoid-Carotinemulsionen. 


a) Wasserige Carotinlésung. 0,1 g kristallisiertes Carotin (Hoff- 
mann-La Roche!) wurde in 200 emm 95°,igem Alkohol im Wasserbad zur 
méglichst vollstandigen Lésung gebracht und die Lésung nach Filtration 
in dunklem GefaiB bei LuftabschluB aufbewahrt. Die Verwendbarkeit 
dieser Lésung, die an deren orangeroten Farbung kenntlich ist, erstreckt 
sich unter diesen Bedingungen auf 2 bis 3 Wochen. Die Herstellung de: 
wisserigen Carotinemulsion wurde jeweils am Versuchstage vorgenommen, 
indem getrennt 20 cem der alkoholischen Carotinlésung und 10 cem Wasser 
im Wasserbad erhitzt und hierauf die erstere der letzteren tropfenweise 
(je zwei Tropfen in der Sekunde) zugesetzt wurde. Nach Vertreibung des 
Alkohols im kochenden Wasserbad bis zum Ausgangsvolumen von 10 cem 
resultierte eine rétlichgelbe feindisperse Lésung, deren Carotingehalt mit 
ungefahr 100 mg-°,, anzunehmen ist. 

b) 1°.ige wasserige Lecithinemulsion. 1g Lecithin (Richter 
wurde in einem Gemenge von gleichen Teilen 95° ,igem Alkohol und Aceton 
in der Kalte zur Lésung gebracht und diese Lésung aus einem Schiittel- 
trichter zu 100 cem zum Sieden erhitzten Wassers allmahlich zugetropft, 
wobei das verdunstete Wasser mehrmals erneuert, die Erhitzung bis zur 
vollstandigen Austreibung des Alkohols und Acetons fortgesetzt und durch 
Eindampfen bzw. Auffiillen wieder das Ausgangsvolumen von 100 ccm 
erzielt wurde. Auf diese Weise konnten homogene, durch mehrere Wochen 
stabile Lecithinemulsionen gewonnen werden. 

c) 0,25°,ige waisserige Cholesterinemulsion. 0,25 g Cholesterin 
(Merck) wurden in einem Gemenge von 2 Teilen Aceton und 1 Teil Alkoho! 
in der Hitze gelést und wie oben durch Zutropfen zu 100 cem siedendem 
Wasser in eine wasserige Emulsion tibergefiihrt und die durch Erhitzen 
allenfalls im Vakuum -—— vom Alkohol und Aceton befreite Lésung auf das 
Ausgangsvolumen gebracht. Da die Stabilitat einer derartigen Cholesterin- 
emulsion wesentlich geringer war als die der obigen Lecithinemulsion, 
erwies sich die Darstellung jeweils frischer Emulsionen als notwendig. 


1 Fiir Uberlassung gréBerer Versuchsmengen von Carotin sei auch an 
dieser Stelle der genannten Firma bestens gedankt. 
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d) Lecithin-Carotinemulsion. Zu der 1°,igen Lecithinemulsion 
wurde analog dem bei der wiisserigen Carotinemulsion geschilderten Ver- 
fahren die doppelte Menge der heifen alkoholischen Carotinlésung zu- 
getropft. Dies geschah entweder in der gleichen Weise wie bei der wasserigen 
Carotinemulsion, wobei also am Versuchstage eine kleinere Menge im 
Wasserbad hergestellt wurde, oder es wurde eine gréBere Menge (200 cem 
alkoholische Carotinlésung zu 100 cem Lecithinemulsion) mittels Vakuum- 
destillation bereitet, da —~- wie weiter unten noch naher ausgefiihrt werden 
soll — die Lecithin-Carotinemulsion auBerst stabil und daher durch lingere 
Zeit verwendungsfahig ist. 

e) Cholesterin-Carotinemulsion. Diese wurde stets frisch bereitet, 
indem nach der oben beschriebenen Weise im kochenden Wasserbad 20 cem 
heiBer alkoholischer Carotinlésung zu i0cem der Cholesterinemulsion 
zugetropft und in der entsprechenden Weise behandelt wurde. 


3. Versuchsansatz. 


Je 20 Teile des frisch bereiteten Muskelextrakts wurden mit 5 Teilen 
eines Phosphatpuffers von py = 7,4, mit 7 Teilen Wasser und mit 8 Teilen 
einer frischen 1°,igen Glykogenlésung versetzt, so daB ein Gemenge mit 
einem Glykogengehalt von 0,2°, resultierte. Von diesem wurden je 3 ccm 
mit 3ccem einer 0,9°,igen NaCl-Lésung bzw. den zu untersuchenden Zu- 
sitzen (Carotin-, Lipoid- bzw. Lipoid-Carotinemulsionen) versetzt. Je 3 ecm 
dieser Proben wurden sofort in der unten beschriebenen Weise fiir die Milch- 
siurebestimmung verarbeitet, der Rest durch zweistiindiges Stehen bei 
25 bis 28°C der Glykolyse iiberlassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden 
wiederum je 3ccm der Milchséurebestimmung zugefiihrt. 


4. Milchsdurebestimmung. 


Diese wurde nach der Methode von Friedemann und Kendall (6) (einer 
auf dem Verfahren von Fiirth und Charnass beruhenden Mikromethode) in 
der von Zacherl und Lieb (7) angegebenen Apparatur vorgenommen: 3 cem 
der zu untersuchenden Fliissigkeit wurden mit 18 cem Wasser und 3 cem 
einer frisch bereiteten 10°,igen Metaphosphorsaure enteiweiBt; zu 20 ccm 
des Filtrats wurden 5 cem einer gesattigten CuS O,-Lésung und 5 g Ca(OH,) 
in Substanz zugesetzt, gut vermengt, nach einer halben Stunde vom Nieder- 
schlag abzentrifugiert und anschlieBend noch filtriert. 5 cem dieses Filtrats 
wurden in den Rezipienten des oben angefiihrten Apparats eingefiillt und 
mit 3cem einer 2n H,PO,- und 10cem einer 10°,igen MnSO,-Lésung 
sowie einer Messerspitze Talk versetzt. Der iibrige Vorgang —- Oxydation 
der Milchséiure durch n/200 KMnO,-Lésung und Uberdestillation des ge- 
bildeten Acetaldehyds in n/50 KHSO,-Lésung, anschlieBende Titration des 
gebundenen Bisulfits —- vollzog sich genau nach den oben angefiihrten 
Vorsehriften (6) (2). 


5. Berechnung. 


Eine Beriicksichtigung der verschiedenen Verdiinnungsverhiltnisse bei 
Versuchsansatz, EnteiweiBung, Kohlehydratfallung ergibt, daB die der 
Milchséurebestimmung schlieBlich zugefiihrte Menge */,. ccm des urspriing- 
lichen Muskelextrakts entspricht. Da l ccm einer n/200 Jodlésung einer 
Menge von 0,225 mg Milchsaure entspricht, ist das gefundene Resultat der 
Filtration mit **/; x 100 x 0,225 (log = 15836) zu multiplizieren, um die 
Menge Milchséure in 100 ccm des Muskelextrakts zu finden. Bei dieser 
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Gelegenheit sei erwahnt, daB Ausschlage nur dann gewertet werden kénjien. 
wenn die Differenzen in den entsprechenden Versuchen gréBer als 0,05 corm 
n/200 Jodlésung waren. 


Diskussion. 


Aus den Versuchen ergab sich also zunachst ein merkwiirdives 
Verhalten der Carotinwirkung, wenn dieser Farbstoff nicht allein. 
sondern mit Lecithin gemengt zur Verwendung gelangte. Die sonst 
immer zu beobachtende Steigerung der Milchsdureproduktion blieb hic; 
aus. Bevor wir eine Deutung dieses Befundes versuchen, miissen einicze 
physikalische Besonderheiten des in Lecithin emulgierten Carotins 
erwahnt werden. Eine derartige Lecithin-Carotinlésung unterscheidet 
sich namlich so weitgehend von einer einfachen wasserigen Carotin- 
emulsion, daB schon die hier zu beobachtenden Unterschiede eine 
Anregung zur Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit fiir uns bildeten. 
UberlaBt man namlich eine einfache wasserige Carotinlésung der Ein- 
wirkung von Luft und Licht, so tritt sehr rasch — zumeist innerhalb 
von 24 Stunden — folgende Anderung ein: die friiher orangefarbene 
Lésung wird hellgelb, schlieBlich fast vollkommen farblos und der fein- 
kolloidale Zustand geht des 6fteren in eine grobe Flockung iiber. Als 
wir nun im Zuge von anderweitigen Untersuchungen bestrebt waren, 
Carotinlésungen sowohl gegen Oxydation als auch gegen Flockung zu 
stabilisieren, und hierzu nach verschiedenen Vorversuchen Lecithin 
als Schutzkolloid in der oben angegebenen Weise verwendeten, zeigte 
es sich, daB die obenerwahnte Absicht auf diese Weise vollkommen 
erreicht wurde. Die Lecithin-Carotinemulsion behalt bei geeigneter 
Darstellung nicht nur dauernd ihren feinkolloidalen Charakter, sondern 
es ist auch trotz intensiver Licht- und Sauerstoffeinwirkung kaum irgend- 
ein Abblassen, also ein Anzeichen einer Oxydation, zu bemerken. Mit 
dieser Unangreifbarkeit eines derartig praparierten Carotins durch 
Sauerstoff steht nun dessen Wirkungslosigkeit im glykolytischen Versuch 
insofern in guter theoretischer Ubereinstimmung, als ja, wie oben erwahnt, 
die glykolysesteigernde Wirkung des Carotins auf dessen Sauerstoff- 
aviditat zuriickzufiihren ist. Ist nun diese Qualitat durch den Zusatz 
von Lecithin beeintrichtigt bzw. aufgehoben, so bleibt begreiflicher- 
weise auch die Glykolysesteigerung aus. Freilich sind wir zunachst 
noch nicht imstande, den Mechanismus der Schutzwirkung des Lecithins 
gegentiber dem Carotin genau anzugeben. Eine chemische Wirkung des 
Lecithins in dem Sinne, da seine ungesattigten Valenzen selbst als Sauer- 
stoffabfanger fungieren, erscheint uns deswegen als keine ausreichende 
Erklarung, weil das Lecithin allein die Glykolyse nicht wesentlich 
beeinfluBt. Allerdings ist es nicht auszuschlieBen, daB die Autoxydier- 
barkeit des Lecithins zwar die des Carotins aufhebt, sich jedoch im 
glykolytischen Versuch aus unbekannten Griinden nicht auswirkt. 
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Doch scheint uns die Annahme einer vorwiegend physikalischen Wirkung 
im Sinne einer gegenseitigen Lésung bzw. Durchdringung der beiden 
Kolloide hier eher ein Verstandnis anzubahnen. Man kénnte sich vor- 
stellen, daB die enge, vielleicht auf elektrostatische Momente zuriick- 
zufiihrende Verkniipfung oder Umhiillung der beiden Kérper zu einer 
Reaktionstragheit des Carotins fiihrt. In dieser Auffassung werden wir 
bestarkt durch das aus den Tabellen hervorgehende ganz andersartige 
Verhalten von Cholesterin-Carotinemulsionen. Diese waren namlich 
im glykolytischen Versuch ebenso oder sogar starker wirksam als reine 
Carotinemulsionen. Da es sich hier um die Vereinigung zweier hydro- 
phober Kolloide handelt, ist der Reaktionsmechanismus bzw. die 
kolloidale Struktur eines derartigen Gemenges wohl eine ganz andere 
als im Falle der Lecithin-Carotinemulsion. Doch mu erwahnt werden, 
da es uns nicht gelungen ist, die beim Lecithin vorliegenden physikali- 
schen Verhaltnisse dadurch zu imitieren, da wir ein anderes hydro- 
philes Kolloid — namlich Gelatine — verwendeten. Gelatine-Carotin- 
emulsionen zeigten sich namlich im glykolytischen Versuch annahernd 
ebenso glykolysesteigernd wie reine Carotinlésungen. Man wird daher 
wohl nicht fehlgehen, wenn man annimmt, daB fiir das Zustandekommen 
der oben dargestellten Lecithinwirkung eine besondere Kombination 
von physikalisch-chemischen und auch chemischen Qualitaten verant- 
wortlich zu machen ist. Ubrigens verdient festgehalten zu werden, dab 
auch das Cholesterin dem Carotin gegeniiber ein gewisses Stabilisierungs- 
vermégen entwickelt, was die Erhaltung des Dispersitatsgrades und der 
Farbe anlangt. Dies gilt jedoch bemerkenswerterweise nur fiir den 
KinfluB des Luftsauerstoffs. Im Glykolyseversuch selbst liegen die 
Verhaltnisse ganz anders: Beobachtet man naimlich das Aussehen einer 
reinen Carotinlésung, die dem Muskelextrakt zugesetzt worden war, 
wihrend des Ablaufs der Glykolyse, so sieht man, was weiter nicht ver- 
wunderlich ist, ein Abblassen der Farbe wahrend der zweistiindigen 
Versuchszeit. Verwendet man an Stelle der reinen Carotinlésung die 
Lecithin-Carotinemulsion, so bleibt entsprechend dem Fehlen einer 
Glykolysesteigerung auch die Carotinfarbe unverdndert. Untersucht 
man jedoch Cholesterin-Carotinlésungen, so ist wiederum eine voll- 
kommene Entfirbung festzustellen, ganz im Sinne der durch das 
Carotin hier bewirkten vermehrten Milchséurebildung. Es hat also der 
Zusatz des hydrophoben Cholesterins zwar zu einem gewissen Schutz 
vor der Oxydation durch den Luftsauerstoff gefiihrt, aber im Gegensatz 
zum Lecithin keine Resistenz des Carotins gegeniiber den im Muskel- 
extrakt vorhandenen und fiir die Glykolyse bedeutsamen oxydativen 
Systemen zu bewirken vermocht. 


Nur arbeitshypothetisch kann vielleicht eine physiologische Bedeu- 
tung der hier erhobenen Befunde in den Kreis der Méglichkeiten gezogen 
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werden. Da die Carotinoide im Organismus fast ausschlieBlich in Lipoi en 
gelést vorkommen, erscheint eine Beeinflussung ihrer Wirkung durch 
diese zunachst durchaus méglich. Hierbei ist daran zu erinnern, da 
tatsichlich auch andere Carotinoide wie Lutein, Zeaxanthin die gleiche 
glykolysesteigernde Wirkung wie das Carotin entfalten (8) und daher 
ebenfalls von den Begleitlipoiden in dieser Wirkung beeinfluBt werden 
kénnten. Um nun den physiologischen Verhaltnissen naherzukommen, 
wurden auBer den einfachen Cholesterin- bzw. Lecithinlésungen auch 
Gemische solcher der Priifung unterzogen und hierbei, wie schon erwahnt. 
eine deutliche quantitative Abhdngigkeit in dem Sinne festgestellt, das 
von bestimmten Mengenverhaltnissen an die Wirkung des Cholesterins 
bzw. die des Lecithins zur Geltung kommt. Rechnet man die in den 
angefiihrten Mischversuchen verwendeten Cholesterin- bzw. Lecithin- 
mengen auf Konzentrationen um, so ergibt sich folgendes Resultat: 
Eine Lésung, deren Cholesteringehalt etwa 0,08 °%, deren Lecithin- 
gehalt etwa 0,66 °, betriigt, verhalt sich hinsichtlich der Beeinflussung 
der Glykolyse wie eine einfache Lecithin-Carotinemulsion; wird jedoch 
eine Lésung untersucht, deren Cholesteringehalt mit etwa 0,16 °%, und 
deren Lecithinkonzentration mit 0,33 ° anzunehmen ist, entspricht die 
Wirkung der einer Cholesterin-Carotinemulsion. Wenn es nun statthaft 
ist, diese einfachen Modellversuche auf physiologische Verhaltnisse zu 
iibertragen, so wire die Annahme_méglich, daB eine Beeinflussung der 
in der Zelle vor sich gehenden glykolytischen Prozesse durch vorhandene 
Carotinoide von den quantitativen Lipoidrelationen abhangig ist. Dies 
in dem Sinne, daB mit dem steigenden Lecithingehalt der Lipoide eine 
Bremsung der Glykolyseaktivierung durch Carotin Platz greifen wiirde. 
Die gefundenen Tatsachen legen schlieBlich den Gedanken nahe, zwischen 
dem bekannten gegeniiber den anderen Lipoiden vermehrten Cholesterin- 
anteil der Carcinome (9) und dem hohen Glykolysevermégen dieses 
Gewebes eine Beziehung herzustellen. Man kénnte sich namlich vor- 
stellen, daB dieser hohe Cholesteringehalt ein besonders giinstiges Milieu 
fiir eine allfallige Carotinwirkung schaffen kénnte. Zur Annahme eines 
derartigen Konnexes fehlen jedoch vorlaufig die Unterlagen, da, wie 
schon oben ausgefiihrt, gerade in den bisher untersuchten glykolytischen 
Systemen von Tumoren die den Angriffspunkt der Carotinwirkung 
darstellenden oxydativen Systeme nicht nachgewiesen werden konnten. 
Vielleicht kénnten iibrigens fiir den in der vorliegenden Arbeit ab- 
gehandelten Fragekomplex Untersuchungen von Bedeutung werden. 
in denen die Wirkung des Carotins auf glykolytische Systeme nicht unter 
der Einwirkung von lipoiden Modellgemischen, sondern von aus Normal. 
bzw. Tumorgeweben extrahierten Gesamtlipoiden studiert wird. 


Zusammenfassung. 


Die in friiheren Arbeiten gefundene Aktivierung der Glykolvse 
von Muskelextrakten durch wasserig-kolloidale Carotinlésungen wurde 
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naher untersucht und hierbei eine deutliche Abhangigkeit dieses 
Verhaltens von allfallig zugesetzten Lipoiden festgestellt: Lecithin- 
(arotinemulsionen lieBen den genannten Effekt véllig vermissen. 
Cholesterin-Carotinemulsionen zeigten hingegen eher eine Steigerung 
der in Rede stehenden Wirkung. Es wird eine theoretische Deu- 


Tabelle I. Lecithinversuche. 


Milchséure berechnet in mg auf 100 cem Muskelextrakt. 





Versuchsansatz mit 


0,9 °/giger NaCl- 
Lésung 





c Saacatas Lecithi Isi Lecithin-Carotin- 
arotinemulsion ecithinemulsion emulsion 





Aus- | gnq- | Sly-|| Aus- | ena. | GIY-|) AUS- | Eng. | Gly- |) AUs- | Eng. 


gangs- gangs- ko- gangs- ko- gangs- 
wert | Wert ys wert | Wert | lyse wert wert | ivse || wert 


wert 
86,4 108,0 21,6 100,8 144.0 43,2 93,6 122,4 28,8 93,6 115,2 2 
50,4 | 72,0 21,6 - - 79,2 108,0 28,8 79,2 '100,8' 2 
50,4 64,.8/14,4 50,4 86,4 | 36,0 — — — 57,6 | 72,0 
100,8 |115,2 14,4 136,8 180,0 43,2 - -- - 136,8 151,2 

| 60,4 | 72,0) 21,6) — - — 57,6 86,4) 28,8 57,6) 86,4 
57,6 72,0: 14,4 64,8 100,8 36,0 - - - 72,0 | 86,4 14,4 


Tabelle Il. Cholesterinversuche. 


Milchsaéure berechnet in mg auf 100 cem Muskelextrakt. 





Zusatz von 





0,9°/,iger NaCl- 
Lésung 


Cholesterin- 


Carotinemulsion Cholesterinemulsion Carotinemulsion 





Aus- > | Gly-| Aus- | p Gly- Aus- . Gly-| Aus- » Gly- 
End- | |- | End- nd- End- . 

gangs- " ko- | gangs-| ko- gangs- ko- gangs- ko- 

wert | Wert) lyse | wert | wer lyse || wert lyse wert wens lyse 


wert 
50,4 64,5 14,4. 72,0 115,2 43,2 | 57,6 72,0 | 14,4, 79,2 129,6) 49,6 
57,6 72,0 14,4 79,2 115,2 36,0! 64,8 79,2) 144 86,4 136,8 50,4 
100,8 |115,z 14,4 136,8 | 180,0 43,2 - —  122,4 165,6 43,2 
57,6 | 79,2 21,6 72,0 |115,2) 43,2 72,0 136,8 64,8 


| 
|| 


Tabelle III. Cholesterin-Lecithinversuche. 


Milchsaéure berechnet in mg auf 100 cem Muskelextrakt. 





Versuchsansatz mit 





5 p a | : Carotinemulsion mit 
0,9 °/oiger Na Cl-Lisung Carotinemulsion 0,16 9/9 Cholesterin, 
0,33"/9 Lecithin 





Aus- | End- | Glyko- || A¥S- | End- | Glyko- | A" | End- | Glyko- 


gangs- . A gangs- oe gangs- i os 
wert wert lyse wert wert lyse wast wert lyse 


100,8 115,2 14,4 136.8 180,0 | 43,2 136,8 187,2 50,4 

Carotinemulsion mit 

0,¢89/, Cholesterin, 
0,669), Lecithin 


93,6 21,6 93,6 | 123,6 86,4 | 108,0 21,6 
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tung dieser Befunde gegeben und die Moéglichkeit einer physio. 


logischen Bedeutung diskutiert. 
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Untersuchungen iiber die Physiologie der pflanzlichen Virose *. 
Von 
Hans Mareks Franke. 
(Aus dem botanischen Institut der Technischen Hochschule, Dresden.) 
(Eingegangen am 26. Juli 1937.) 
Mit 17 Abbildungen im Text. 


Einleitung und Problemstellung. 


Mit der Abkehr der Phytopathologie von der reinen Erregerkunde 
und ihrer Zuwendung zur Physiologie, die sich aus der neuen Auffassung 
vom Wesen der Krankheit ergab, muBten die Erscheinungen der Virosen 
eine erhéhte Bedeutung fiir das Studium der pflanzlichen Erkrankungen 
gewinnen. Denn die primitive Organisation der die Virosen verur- 
sachenden kontagiésen Agenzien lieB erstmalig die Méglichkeit er- 
scheinen, den Erkrankungsvorgang als symbiotische Gleichgewichts- 
einstellung in Reaktionsmechanik und Reaktionskinetik je spezifisch 
und eindeutig physikalisch-chemisch zu erfassen. 


Nachdem sich namlich gezeigt hatte, daB der Ansteckungsstoff der 
pflanzlichen Virosen nicht an morphologisch unterscheidbare und mikro- 
skopisch faBbare Kérper gebunden ist, vielmehr die Ultrafiltrations- und 
Ultrazentrifugationsversuche (1) (2) (3) fiir die infektiédsen Partikeln eine 
GréBe wahrscheinlich gemacht hatten, die weit unter der der kleinsten 
bakteriellen Erreger liegt, muBte angenommen werden, daB eben wegen 
dieser geringen molekularen Dimensionen der virése Angriff nur an einer 
geringen Anzahl von Inhaltsstoffen der lebenden Pflanze erfolge und somit 
der KrankheitsprozeB sich verhaltnismaBig leicht in seinen stofflichen und 
energetischen Verhaltnissen definieren lasse. Eine solche Bestimmung 
muBte sich nun wiederum bei den vitrostabilen und trockenresistenten Vira, 
wie etwa dem gewohnlichen (,,klassischen‘t) Tabak-Mosaik-Virus, am ein- 
fachsten gestalten, da diese gewisse chemische und physikalisch-chemische 
Behandlungen ohne Virulenzverlust zu iiberstehen vermégen. 


Der eigentlichen Aufhellung des Reaktionsmechanismus in der kranken 
Pflanze hatte die Feststellung des biologischen Verhaltens der Vira voraus- 
zugehen, die fiir das klassische Virus in den letzten Jahren von verschiedenen 
Seiten durchgefiihrt wurde. Sie brachte die Feststellung der einzelnen 
Virusmutanten (4), des Wirtskreises (5), der Krankheitserscheinungen in 
Anatomie, Physiologie und Cytologie mit besonderer Beriicksichtigung der 
intracellularen Einschliisse (6 bis 9), sowie des immunitéren Verhaltens 
der verschiedenen Wirtspflanzen (10) (11). Ferner klarte sie die Ver- 
haltnisse von Virusverteilung (12, II, IIT), Konzentration (13), Ausbreitungs- 
bahn, Ausbreitungsgeschwindigkeit und Inkubationszeit (14), sowie das 
serologische Verhalten bei der Anstellung von Prazipitations-, Neutralisa- 
tions-, Komplementbindungs- und Anaphylaxiereaktionen (15) (16) (17). 


* Dissertation der Technischen Hochschule Dresden. 
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Gleichzeitig wurde die Methodik der Virusuntersuchung in Ubertragung 
Ziichtung (19) (20) und Messung (21) (22) erweitert und vervollkommyet. 

Nachdem mit der biologischen Charakterisierung die nétige Grundlave 
fiir die exakte Behandlung des Virusproblems geschaffen worden war. 
zielte die weitere Untersuchung auf die chemische Kennzeichnung iii} 
Isolierung des Virus selbst. Den einleitenden Arbeiten iiber die Beein. 
flussung der Virusaktivitat durch Behandlung mit chemischen Reagenzien 
und iiber das Verhalten bei der Adsorption und Elektrophorese (121, 1V) (23 
folgte nach den wegweisenden Versuchen von Vinson und Petre (24) die 
Reindarstellung der kristallisierten Virusproteine durch Stanley und die 
Feststellung ihrer Eigenschaften, wie des Molekulargewichts, der Inakti 
vierungsgrenzen und des isoelektrischen Bereichs (25). Dies fiihrte bereits 
zur Aufhellung der Beziehungen zwischen diesen Proteinen und den kristalli 
nen Zelleinschliissen der kranken Pflanze (26); ferner ergaben sich damit 
gewisse, allerdings noch wesentlich weniger deutliche Beziehungen zwischen 
Kristallisationsvermégen, Vermehrungsgeschwindigkeit und Virulenz de: 
einzelnen Stamme des klassischen Virus, die das immunitare Verhalten de1 
Pflanzen (bei der Erscheinung der Toleranz gegen die latenten Stamme) 
der Deutung zugianglich machten. 


Mit der biologischen und chemischen Kennzeichnung und den 
anschlieBenden Arbeiten schienen somit unmittelbar die Voraussetzungen 
gegeben, die die exakte Analyse von Reaktionsmechanik und Re- 
aktionskinetik des Virus im belebten Substrat erméglichen konnten, 
und die weitere Arbeit hatte nunmehr die stofflichen Reaktionsverhilt- 
nisse des Virusprogresses und seine energetischen Grundlagen zu er- 


mitteln. 

Diese Aufhellung des Reaktionsmechanismus der Vira hat anzu- 
setzen an den verschiedenen Reaktionstypen, die sich in dem Symptom. 
und Immunverhalten der Pflanze ausdriicken. Fiir die klassischen 
Mosaikvira sind kennzeichnend die Formen der echten Immunitit. 
der scheinbaren Immunitaét oder Toleranz, der Mosaikerkrankung. 
der akuten systematischen Nekrose und der lokalen Resistenz.. Wahrend 
die Erscheinung des toleranten Verhaltens der Pflanze von der Spezifitat 
des Virusstammes abhangt, ist die Ausbildung der iibrigen Reaktions- 
typen von der Spezifitat der Wirtspflanze bedingt : Die Mosaikerkrankung 
ist etwa gebunden an Nicotiana tabacum und Solanum lycopersicum, 
die systematische Nekrose an Nicotiana rustica und Nicotiana sanderae. 
die lokale Resistenz an Nicotiana glutinosa, Datura stramonium und 
Phaseolus vulgaris und die echte Immunitaét an die groBe Gruppe der 
nicht anfalligen Pflanzen. 

Soll nun entschieden werden, welche stofflichen Grundlagen die 
Ausbildung der Krankheit und damit die Vermehrung des Virus erfordert, 
so miissen zunachst die Unterschiede im EiweiShaushalt der einzelnen 
Wirtstypen festgestellt werden. Dieser Feststellung wird entspringen. 
an welchem EiweiBkérper der Virusangriff stattfindet; gleichzeitiy 
wird sich daraus ergeben, in welcher Weise die Verschiedenheiten in den 
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KiweiBverhaltnissen die Symptomtypen fiir die einzelnen Wirtskreise 
bestimmen. Dieser Untersuchung hat ein Studium des Krankheits- 
verlaufs zu folgen, durch welches der EinfluB der Erkrankung auf den 
spezifischen EiweiBhaushalt geklirt werden kann. 

Die enzymatische Natur der phytopathogenen Vira fordert weiter 
zur Klarung der kinetischen Verhaltnisse die Ermittlung des Reaktions- 
verhaltens im Saurebasengleichgewicht, wobei die Beziehungen von 
Wasserstoffzahl und Pufferung zum virésen Prozef bestimmt werden 
miissen. Zur Feststellung der energetischen Voraussetzungen fiir die 
Bildung der Virussubstanz schlieBlich miissen die Verainderungen im 
Energiehaushalt wahrend der Erkrankung ermittelt werden, wobei 
sich das Wesen und das AusmaB der Energieverschiebung ergeben wird. 


Material. 


Zur Untersuchung kamen gesunde und kranke Pflanzen von Nicotiana 
tabacum (Samsun Bashi Bagli_ gestielt'), Solanum lycopersicum und Beta 
vulgaris als Vertreter des anfalligen Typs, Nicotiana glutinosa, Datura 
stramonium und Phaseolus vulgaris als Lokalresistente, sowie Nicotiana 
rustica als Beispiel fiir die Formen mit systematischer Nekrose. Die Pflanzen 
wurden im Treibhaus herangezogen und fiir die Versuche in Tépfen von 
etwa 20 ccm lichter Weite im Fensterkasten bzw. im Freiland gehalten’. 
Als Diingung erhielten sie eine 1 °,ige Lésung gleicher Gewichtsteile Nitro- 
phoska und Harnstoff. 

Das verwendete Virus wurde im Jahre 1936 von Freilandpflanzen des 
Botanischen Gartens isoliert und auf Nicotiana tabacum Samsun weiter- 
geziichtet. Zur Bestimmung wurde es auf Solanum lycopersicum, Petunia 
hybrida, Datura stramonium, Nicotiana glutinosa und Nicotiana rustica 
verimpft. Diese Pflanzen zeigten die in Tabelle I wiedergegebenen Krank- 
heitsbilder und Inkubationszeiten. Das Virus erwies sich nach 10 Minuten 
Erhitzung auf 75° noch als virulent. Ausziige aus 3 Monate getrockneten 
Blattern zeigten eine kaum verminderte Infektionskraft. Aus den er- 
mittelten Daten ergibt sich, daB das Virus einen schwachen Stamm des 
gewohnlichen griinen (,,klassischen‘‘) Tabak-Mosaik-Virus darstellt. 


Tabelle I. Analyse des Virus. 





a met Inkubations- 
Tesigtnam Symptom zeit in Tagen 


Nicotiana tabacum Samsun Griines Mosaik 20—28 
Solanum lycopersicum Helles unscharfes Mosaik 25 —36 
Petunia hybrida | Schwaches griines Mosaik 30— 36 
Datura stramonium Lokalnekrose 18—22 
Nicotiana glutinosa Lokalnekrose 12 
Nicotiana rustica Systematische Nekrose 16 


1 Das Saatgut wurde liebenswiirdigerweise vom Tabakforschungs- 
institut in Forchheim zur Verfiigung gestellt. — * Die Aussaat und Anzucht 
besorgte Herr Rapp vom Botanischen Garten zu Dresden. Fiir seine 
Miihe danke ich ihm auch an dieser Stelle. 
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Zur Ubertragung auf die Versuchspflanze wurden die Ausziige de; 
3 Monate getrockneten Blatter verwendet; die Ubertragung selbst erf. lote 
durch Blatteinreibung mit sterilisierten Glasspateln. Auf die Benutzung 
von Karborundstaub wurde verzichtet, da sich zeigte, daB dieses Material 
zu grobe Verletzungen der Blattflachen hervorrief. 

Daneben wurde ein Stamm des gewéhnlichen Bohnen-Mosaik-V iris 
untersucht, der auf Nicotiana tabacum keine Symptome erzeugte. 


Methodik. 
1. Wasserstoffzahl. 


Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte sowoh| 
elektrometrisch in den PreBsiften wie auch mittels Indikatoren in Rasier. 
messerschnitten. 


Dabei ergaben sich folgende Schwierigkeiten: Da die Indikatoren starke 
Salz- und EiweiBfehler zeigen, konnten sich die Ergebnisse mit ihnen jeweils 
nur auf die qualitativen Unterschiede zwischen den einzelnen Teilen der 
Schnitte beziehen, ohne iiber die absoluten Werte fiir die betreffenden 
Gewebeteile Aussagen zu erlauben. 

Die elektrometrische Messung.andererseits hatte mit der Schwierigkeit 
zu rechnen, daB die in den PreBsiften auftretenden Oxydations-Reduktions. 
potentiale die Potentiale der Wasserstoffionenkonzentration tiberlagerten, 
was zu unrichtigen Werten hatte fiihren miissen. Von der Verwendung der 
durch die Redoxpotentiale unbeeinfluBbaren Glaselektrode muBte dabei 
abgesehen werden, weil die eiweiBreichen PreBsafte der Pflanzen die Glas- 
membranen unter Verschiebung ihres Eigenpotentials ungiinstig beein- 
flussen. Denn die wegen dieser Beeinflussung nétige Reinigung der Glas- 
oberflache hatte jeweils eine Veranderung des Asymmetriepotentials hervor- 
gerufen und damit die Ermittlung der Eichkurve vor jeder Messung nétig 
gemacht, worauf wegen der Umstandlichkeit verzichtet werden muBte. Da 
aber die bei der Aziditatsbestimmung von Redoxsystemen iibliche Reduktion 
mit Platin- oder Osmiumschwarz und Wasserstoff nach der Gleichung 


H, + Red = 2 H* + Red-- 


zu einer Séiuerung des PreBsaftes fiihren und die Wasserstoffwerte des ur- 
spriinglichen PreBsaftes verandern konnte, muBte auf die Messung im rohen, 
unverdiinnten PreBsaft verzichtet werden. Die starke Pufferung der pflanz- 
lichen Gewebssifte erlaubte jedoch, diese soweit zu verdiinnen, da®B der 
Fehler durch die mitbestimmenden Redoxsysteme vernachlassigt werden 
konnte. Im allgemeinen erwies sich dabei eine Verdiinnung bis auf das 
Dreifache des urspriinglichen Volumens als ausreichend. In den so ver- 
diinnten Lésungen konnte die Messung ohne Beeintrachtigung der Richtig- 
keit mittels der Chinhydronelektrode in Verbindung mit einer gesattigten 
Kalomelelektrode vorgenommen werden. Da némlich die eigenen Redox- 
systeme des PreBsaftes, verglichen mit dem Chinhydronsystem, auBerst 
gering beschwert sind, konnte die Verschiebung des Verhaltnisses von 
Chinon zu Hydrochinon in der Gleichung 


[Chinon] . [Hydrochinon] 


(Chinhydron]} _*™ 





nur einen geringen Betrag ausmachen, der sich auBerdem dadurch ver- 
. : “ha ss . 
ringern muBte, daB das im UberschuB als unléslicher Bodensatz vorhandene 
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Chinhydron weitere Mengen bis zur Erreichung des Gleichgewichts in 
Losung gibt, und somit die potentialbestimmende Wirkung der PreBsaft- 


systeme auffangt. 


Die Messung selbst erfolgte in MikroelektrodengefaiBen, die zumeist 
mit 0,3 cem des zentrifugierten PreBsaftes und 2 cem Aqua dest. beschickt 
wurden; die Millivoltwerte wurden an einem Roéhrenvoltmeter abgelesen, 
wobei die Richtigkeit durch Messung der Zahlen fiir fortschreitende Ver- 
diinnungen und logarithmische Extrapolation derselben itiberpriift wurde. 


2. Pufferung und elektrometrische Titration. 


Zur Ermittlung der Pufferkapazitét in den Pref saiften wurden 
je 0.3 cem mit 2 cem Aq. dest. versetzt und zu dieser Mischung steigende 
Mengen Salzsiure von konstantem Titer gegeben; aus den py-Werten 
und der zugefiigten Saure, ausgedriickt in Molaquivalenten, wurde 
das Ausma® der Pufferung fiir die verschiedenen Bereiche der py-Skala 
ermittelt. Da die Verinderung im py-Wert gleichermafen von den 
in der Lésung vorhandenen puffernden Systemen, den Salzen schwacher 
Sauren und den EiweiBkérpern abhangt, ergaben sich gleichzeitig aus 
den Titrationskurven Anhaltspunkte fiir das Vorliegen solcher Systeme 
im PreBsaft und fiir ihre Wirkungsmengen. 

Der Titer der Saure muBte dabei so gewahlt werden, daB auf den Zusatz 
der kleinsten verwendeten Sauremenge (0,05 cem) ein deutlicher, aber nicht 
zu groBer py-Sprung auftrat. Dieser Verdiinnungsgrad wurde experimentell 
ermittelt und nachtraglich durch Titration mit n/50 Natronlauge gegen 
Bromthymolblau auf 0,0293 n festgelegt. 

Eine Titration im alkalischen Bereich eriibrigte sich, da die isoelektrischen 
Punkte fast aller pflanzlichen Eiwei8kérper im sauren Bereich gelegen sind, 
und andererseits die sauren Eigenschaften des untersuchten Virus eine 
Priifung der Verhaltnisse besonders in diesem Gebiet wiinschenswert er- 
scheinen lieBen. 

3. Oxydations- Reduktionspotentiale. 


Nachdem von Holmes (27) der Nachweis erbracht worden war, 
da8 das klassische Tabakmosaikvirus auch in den chlorophyllfreien 
Teilen der Pflanzen der Vermehrung fahig ist, muBte die heute noch oft 
vertretene Annahme, daB die Virusvermehrung an den energetischen 
ProzeB der Assimilation gebunden sei, aufgegeben werden. Es war 
darum zu untersuchen, ob zwischen dem verschiedenen Vermehrungs- 
ausmaB in den einzelnen Pflanzenteilen und deren Potentialverhalt- 
nissen eine eindeutige Zuordnung bestiinde. Ferner muBte festgestellt 
werden, inwieweit der ProzeB der Virusvermehrung die Vorginge der 
Oxydoreduktion selbst zu beeinflussen verméchte. 

Um dies zu entscheiden, wurde eine Methode zur Messung 
der anaeroben Potentiale auch an den griinen Teilen der Pflanze aus- 
gearbeitet. Da es hierbei darauf ankam, nicht lediglich die Endpotentiale 
festzustellen, sondern — um ein Urteil iiber die Beschwerung in den 
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einzelnen Potentialbereichen zu erméglichen — der Gesamtverl: uf Agarh 
des Potentialabfalles ermittelt werden muBte, konnte die bisher iibliche einzest 
Methode der Potentialmessung mit Hilfe der Wheatstoneschen Briicke Platin 
und des Galvanometers nicht beibehalten werden. Denn die bis zur one 
Kinstellung des Potentialgleichgewichts durch die Verschiebung des — 
Briickenkontakts auftretende elektrische Polarisation verandert das Bomb 
Elektrodenpotential und macht die Ermittlung sinnvoller Werte an und Z 
den Stellen geringer Beschwerung unmdglich. erfolgt 
Aus diesem Grunde wurden die Potentiale mit einem dafiir herge- I 
stellten Réhrenvoltmeter gemessen, dessen Verstairkungsgrad mit Hilfe und 
wesen 
gestel 
sich, 
mit « 
benut 
ohne 


AAAAAAA 
y ¥ 


tentie 
sentli 
als be 
Abb. 1. Schaltschema des Réhrenvoltmeters. schwe 
ER, Schirmgitterréhre RES 194 V4, Batterie + 75 Volt, R, AuBenwiderstand 400000 2 hand 
ER, Triode RE we Va, ¥ + 120 a R, 2) 150000 Ande 
MR MebBregler mit Abgriff VG, ee So!" R, Ohmsche Riick- a 
KE Anschlug fiir Kalomelelektrode Vg, kg, koppelung 1000 : Elekt 
ME AnschluB fiir MeBelektrode Vise + 68 ~ hand 
MA Milliamperemeter, 0,6 mAmax. VR a: aes 
Vi ee 
Benutate Eichgerade: Millivolt = — 77,5 + MeBeinheiten . 9,65. bis d 
nach 
einer Riickkoppelung verandert werden schu 
konnte, und ‘bei dem die Einstellung 
auf den Me&bereich mit Hilfe eines Vor- 
spannungsabgriffes erfolgte (Abb. 1). Die : 
Ablesungen wurden alle 2 oder 5 Minuten das j 
bis zum Zeitpunkt der langsamen Po- weits 
J tentialeinstellung vorgenommen, von da stell 
a an in entsprechend gréBeren Zeital- 
‘ standen. Um die Potentiale in den 
Einzelteilen derselben Pflanze mitein- 
ander vergleichen zu kénnen, mubte 
weiterhin die GréBe des Elektroden- 
gefaBes und der Elektroden verringert 
werden. Da aus einem Blatt mittlerer eine! 
Gr6Be bei den verwendeten Pflanzen eine mitt 
Fliissigkeitsmenge von etwa 0,3 bis 1,5 cem abfa 
erhalten wurde, wurden die Abmessunge! 
des ElektrodengefaéBes derart gewahlt. 
daB sie Messungen in 0,5 cem Fliissigkeit kom 
erméglichten. Die beiden Elektroden., dage 
Abb. 2. MikroelektrodengefaB. Gaszuleitungsrohr, Sicherheitsventil und pote 
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Agarheber wurden dabei durch Schliffe in den Deckel des GefaBes 
eingesetzt (Abb. 2). Die Elektroden wurden aus lem 0,5 mm_ starkem 
Platindraht hergestellt, der nach dem Einschmelzen zur Folie ausgeschlagen 
und spiralisch aufgerollt wurde. Zur Herstellung anaerober Verhaltnisse 
wurden vor Beginn der Messung die Schliffe mit einer atherischen Lésung 
yon Kollodium abgedichtet. Der durchgeleitete Stickstoff wurde einer 
Bombe mit technischem Gas entnommen und einmal mit Kaliumpermanganat 
und zweifach mit alkalischer Pyrrogallollésung gereinigt; die Gaszuleitung 
erfolgte mittels Vakuum- und Kapillarschlauchen. 


. 


Da bei geringen Elektrodenabmessungen der Einflu8 der Eigenart 
und Vorbehandlung der Elektroden auf die Potentialausbildung 
wesentlich verstarkt ist, wurden in Vorversuchen diese Einfliisse klar- 
gestellt. Hierbei zeigte 
sich, daB bei Messung 
mit den schon einmal 
benutzten Elektroden 
ohne Reinigung die Po- 
tentialeinstellung —we- 
sentlich triger verlauft 
als bei den mit Chrom- 
schwefelsiure — vorbe- 
handelten Elektroden. 
Andererseits ergibt die 
Elektrode bei langer Be- Abb. 3. Einflu® der Elektrodenvorbehandlung auf den 
handlung mit Chrom- Potentialverlauf. 
achat oi: og ‘See 7 oun amuanaee a seen 
bis drei Stunden) selbst stoffen. 
nach langer Auswa- Minktcade 1 stack exydiert ‘FF ‘3 

2 ss » und maBig reduziert 
schung ein stark posi- 3 vollkommen reduziert. 
tives Potential, dessen 
scheinbare Beschwerung mit der Dauer der Vorbehandlung ansteigt, 
das jedoch durch kathodische Reduktion in verdiinnter Schwefelsdiure 
weitgehend unterdriickt werden kann. In einer graphischen Dar- 
stellung werden diese Verhaltnisse besonders deutlich, wenn der Po- 
tentialverlauf gegen den Logarithmus der Einstellungszeit abgetragen 
wird (Abb. 3). 














a) O02 Ww 6 18 2 2 BF BblgM 
Einstellungszett 


Jedoch erwies es sich unter Umstanden als giinstiger, die Elek- 
troden nicht vollstandig zu reduzieren, sondern sie durch Einhaltung 
einer bestimmten Oxydations- und Reduktionszeit auf eine gewisse 
mittlere Geschwindigkeit der Potentialeinstellung und des Potential- 
abfalles zu bringen, Sollte naimlich die Potentialbewegung besonders 
im positiven Anfangsbereich studiert werden, so waren dafiir die voll- 
kommen kathodisch reduzierten Elektroden weniger brauchbar: sollte 
dagegen der Kurvenverlauf im Endstadium einschlieBlich des Grenz- 
potentials ermittelt werden, so wurden hierfiir besser vollkommen 
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reduzierte Elektroden verwendet, mit denen bei kiirzerer Versuchsda ier 
etwaige stérende Einfliisse durch Entwicklung von Bakterien oder 
durch Ermiidung der Elektroden ausgeschaltet werden konnten. 
Der Vergleich des Potentialverlaufs bei Suspensionen von Gewebs- 
schnitten, im Moérser hergestelltem Gewebebrei und rohen PreBsiiften 
ergab, daB die unmittelbare Messung der sich einstellenden Potentiale 
auch bei Verwendung von Potentialvermittlern keine sinnvollen Werte 
liefert. Leitet man namlich durch eine Suspension von Blattschnitten 
oder Gewebebrei oder durch rohe PreBsafte einen Stickstoffstrom, so 
faillt das Potential zwar bis zu einem gewissen Grenzwert, steigt jedoch 
bei Aufhéren der Stickstoffzuleitung oftmals wieder bis nahezu auf 
den urspriinglichen Wert 
an. Bei der Wiederholung 
des Versucks ergibt sich 
die gleiche Erscheinung, 
nur fiihrt das Absinken zu 
jeweils negativeren Werten, 
und erreicht der Wieder- 
anstieg nicht mehr ganz 
den vorherigen Wert 
(Abb. 4). Dieses Verhalten 
macht die Annahme wahr- 
scheinlich, da den po- 


: 
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200 Pin. 300 
Abb. 4. Potentialverlauf in rohen PreBsiiften. tentialbesti 1 7" 
Ansatz: leem PreBsaft gesunder Tabakblitter + 1 ccm entialbesummenden = Sy- 
Puffer, Py 7,0, mit Redoxfarbstoffen, Bei N, Stickstoff- stemen in der fliissigen 
zuleitung. ) , . 
Phase ein zweiter,  ge- 
trennter EinfluB iiberlagert sei, der durch die Abgabe von Sauerstoff 
oder die Aufnahme von Elektronen den Potentialverlauf riicklaufig 


beeinfluBt. 


Um festzustellen, ob die beobachtete Wirkung auf dem Assimilations- 
vorgang oder davon abhangigen Restvorgaingen beruhte, wurden Versuche 
mit verdunkelten ElektrodengefaBen und vorher verdunkelten Pflanzen 
angestellt. Sie ergaben, daB die riicklaufige Potentialbewegung nicht aut 
die Assimilationsprozesse zuriickgefiihrt werden kann. Durch Zentrifugieren 
bis zur Klarheit des Uberstandes konnte das stérende System aus den 
PreBsaften entfernt werden. Aus dem Vergleich der Ruhepotentiale, dic 
nach Zusatz von m/50 KCN vor und nach der Durchstr6mung mit Stickstoft 
auftraten, konnte ebenso wie fiir die Systeme der zentrifugierten Safte eine 
starke Blausiureempfindlichkeit der Stérsysteme festgestellt werden. 

Daraus und aus der Ahnlichkeit des Potentialverlaufs in den rohen 
sowie in den zentrifugierten PreBsaiften konnte geschlossen werden, da dice 
riicklaufige Potentialbewegung auf Diffusionsunterschiede des Stickstotfs 
bzw. Sauerstoffs in den beiden Phasen der rohen PreBsafte zuriickzufiihren ist. 
Danach wiirde etwa bei Einleitung von Stickstoff fiir die fliissige Phase eine 
schnellere Verarmung an Sauerstoff anzunehmen sein, die nach Unter 
brechung des Stickstoffstromes durch die Abgabe von Sauerstoff aus de: 
festen Phase das Ansteigen des Potentials verstandlich macht. 
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Um bei den Messungen den EinfluB der stérenden Substanz zu 
beseitigen, wurden daher lediglich klar geschleuderte Prebsafte ver- 
wendet. Zur Potentialvermittlung wurde ihnen je die gleiche Menge 
einer m/40000 Lésung von Methylenblau (F,, t+ O,O11 Volt), Athyl- 
capriblau (— 0,072 Volt), Nilblausulfat (—- 0,150 Volt), Brillantalizarin- 
blau (— 0,173 Volt) und Rosindulin 2 G (— 0,281 Volt) in Phosphat- 
puffer von px7,0 zugegeben. Unter anaeroben Verhiltnissen ergab 


sich dabei der fiir physiologische Systeme typische Kurvenverlauf. 


Ergebnisse. 

Die verschieden starke Vermehrung des Virus in den Einzelteilen 
der Pflanze lieB wegen der Enzymahnlichkeit der Vira eine Beziehung 
zwischen Vermehrungsgrad und Gewebsreaktion erwarten. Eine solche 
Beziehung hatte sich in verschiedenen Wasserstoffzahlen fiir die Teile 
mit geringer Virusvermehrung (alte Blatter), fiir die mit mittlerer 
(Stamm, untere und mittlere Blatter) und fiir diejenigen mit starker 
Virusbildung (junge obere Blatter und Wurzeln) (10) (12) (14) zeigen 
miissen. Wie sich aus den Messungen ergab, liBt sich jedoch eine ein- 
deutige derartige Abhangigkeit nicht annehmen: Die absoluten Werte 
fiir die einzelnen Blatter ein und derselben Pflanze iiberschneiden sich 
mit den Werten fiir andere Pflanzen, wobei die Schwankungsbreite von 
maximal 0,5 Einheiten fiir die verschiedenen Pflanzen oftmals einen 
unterschiedlichen Schwankungsbereich auswahlt, was es als unmdéglich 
erscheinen laBt, fiir die verschiedenartigen Blatter sinnvolle mittlere 
Werte anzugeben (Tabelle 11). Bei den unter optimalen Bedingungen 


labelle Il. Wasserstoffzahlen der Blatter einzelner Pflanzen von 
Nicotiana tabacum (Freiland- und Fensterkastenpflanzen). 





Pflanze ee es 10 11 12 16 18 19 21 24 Min. Max. 


Untere Blatter... 5.68 5.66 5.60 5,52.5,43/5,58 5,58 5,14 5,64 5,23 5,14 5,68 
Mittlere Blatter .. 5,82 5,90 5,81 5,87 56 5,36 5,80 5,49 5,36 5,90 
Obere Blatter.... 5,95 6,08 6,05 5,825.72 6,03 5,77 5,59 6,11 5,67 5,59 6,11 


Schwankungsbreite 0,27 0,42 0,45 0,35 0,29 0,45/0,21 0,45 0,47 0,44 0,21) 0,47 


wfgewachsenen Freiland- und Fensterkastenpflanzen lie sich zumeist 
eine Polaritat in dem Sinne feststellen, da die oberen Blatter héhere 
Werte erreichten als die unteren; doch fanden sich auch Abweichungen 
von dieser Regel. Die Wurzeln ahnelten in dieser Beziehung mehr den 
oberen Blattern, der Stamm mehr den mittleren; SproBspitzen zeigten 
im allgemeinen die alkalischsten Werte, alte gelbe Blatter die sauersten. 
Der Unterschied zwischen den sauersten und alkalischsten Werten 
tir die ausgewachsenen Teile betrug maximal 0,9 Einheiten. Am aus- 
usgepragtesten war die Polaritat bei jungen, noch nicht vollentwickelten 
Treibhauspflanzen, die auch eine gréBere Schwankungsbreite auf- 
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wiesen, wahrend sie bei der unter ungiinstigen Umstanden sich ¢ 
wickelnden Zimmerpflanze und der in Leitungswasser gezogeney 
Hungerpflanze bei verringerter Schwankungsbreite verwischt erscjie), 
(Tabelle III). 
Tabelle Il]. Wasserstoffzahlen bei verschieden gehaltenen 
Pflanzen von Nicotiana tabacum. 





Junge Erwachsene Erwachsene Erwachsene Erwachsep: 
Pflanzenteil Treibhaus- Fensterkasten-  Freiland- Zimmer- Hunger 
pflanze pflanze pflanze pflanze pflanze 


Untere Blatter... 6,52 5,59 5,68 5,83 
Mittlere Blatter .. 5,86 5,68 5,69 5,91 
Obere Blatter .... 6,19 5,74 5,84 5,81 
Wurzeln 621.54 6,06 6,12 5,85 
Stamm .. 5,88 5,81 | 6,88 5,52 


Schwankungsbreite 0,69 | 0,47 | 0,44 0,39 


Ebensowenig fand sich eine Beziehung zwischen dem Immun. 
verhalten der lokalen Resistenz~und den Wasserstoffzahlen. Die Werte 
fiir die nicht nekrotierenden Sandblatter und unteren Blatter, sowie 
fiir die nekrotierenden oberen Blatter von Nicotiana glutinosa liegen 
innerhalb der Schwankungsbreite der entsprechenden Teile von Nico- 
tiana tabacum (Tabelle IV). 


Tabelle IV. Wasserstoffzahlen fiir die Blatter einzelner Pflanzen 
von Nicotiana glutinosa. 





Pflanze 1 é 4 11 


Sandblatter 5,S 5,32 5,32 5,46 

Untere Blatter ... 541 5,25 5,40 5,48 5,48 5,49 
Mittlere Blatter .. 5,29 5, 5,58 5,39 5,72 5,71 
Obere Blatter .... 5,78 5,35 5,63 5.50 5,95 5,80) 
Spitzenblatter .... 5,90 6 5,88 5,79 6,20 6,12 


Schwankungsbreite 0,66 0,63 0,56 0,47 O78 F 0,7) 


Fiir das Auftreten der kristallinen Einschliisse dagegen konnten 
Hinweise auf eine solche Abhangigkeit gefunden werden: Die Gewebe 
mit starkerer Kristallbildung (Epidermis und Haare) (9) ergaben mit 
der Indikatorreaktion eine saurere Farbung als die mit schwacher 
Kristallbildung (Tabelle V), was wahrscheinlich macht, daB die 
Kristallausscheidung an eine saurere Reaktion gebunden ist. Doc 
kénnen hier auch systematische Salz- und EiweiBfehler einen Einflu! 
haben. 

Da angenommen werden konnte, daB das Virus wegen seines 
sauren Charakters in einem Regulationsgleichgewicht mit den puffernden 
Systemen der Zelle stehe und Vermehrungsgrad und Symptombild 
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Ta elle V. Indikatorreaktion der Gewebe von Nicotiana tabacum. 





=_ 


Indikator und Umschlagsbereich 


Benzol- 

azo- Diiithyl- Bromkresol- 
naphthyl- 5 rot purpur 
amin ” 4,.5—6.5 5,.2—6.8 
3,5—5,7 


Brom- : Brom- 
phenol- Methyl- kresol- 
blau griin 
3,0—4,6 3,8—5,4 


ewebe 


Methytrot 
4.4 


orange 
3,1—4,4 


Epidermis blau- gelb blau hell- velblich- rosa gelb 
violett gelblich- rosa 
rot 
Rinde ... ‘ gelb gelb gelb schwach 
braun- 
violett 
Phloem .. - A . gelb- 
braun 
Xylem ... blau oliv- griin rot rot rot schmutzig- 
grin braun 
Markstrahl blau- gelb blau gelb velb gelb braun- 
violett violett 
Mark .... ‘ - _ aa = a 
Haare ... blau-  gelbrothellrot — rosarot gelb 
grun 


entsprechend von der Pufferung abhange, wurde die Pufferung des 
Tabaks im physiologischen Bereich entsprechend der Formel 

Pp zugefiigte Molaquivalente H C11 

I pu 

ermittelt. Dabei fand sich jedoch, daB die einzelnen Blatter einer 
Pflanze nahezu die gleiche Pufferkapazitat besitzen, und daB auch 
verschiedene Pflanzen vergleichsweise ahnliche Werte liefern. Die 
Maximalzahlen ergaben sich fiir die gut ernahrten Fensterkasten- und 
Freilandpflanzen (0,019), wahrend die unter ungiinstigen Bedingungen 
wachsenden Pflanzen eine verringerte Pufferung zeigten (Tabelle V1). 
Verglichen mit den Blattern hatten die Wurzeln die gleichen, Stamm 
und Bliiten etwas erhéhte Pufferwerte (Tabelle VII). 


Tabelle VI. Pufferung der Blatter von Nicotiana tabacum. 





Bhitter JS pi 1 S Pu I S Pu 
0,leem HCl O.eem HCl O.eem HCl 
Freilandpflanzen. 
Untere Blatter ... 0,65 0,015 0,70 0,014 O51 0,019 
Mittlere Blatter .. 0,66 0,015 0,69 0.014 0.53 0,018 
Obere Blatter .... 0,65 0,015 0.67 0.015 0.51 0.019 
Fensterkastenpflanzen. 

Untere Blatter ... 0,75 0.013 0,63 0,016 0,68 0,014 
Mittlere Blatter .. 0,69 0.014 0,63 0,016 0,66 0,015 
Obere Blatter .... 0,70 0,014 0,64 0,015 0.69 0,014 


Biochemische Zeitschrift Band 293. 4 
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Zimmerpflanze Hungerpflanze 


S py p JS Py 
O,leem HC] O,.leem HCl 


Blatter 


Untere Blatter ... O89 0,011 0,98 O.OL 
Mittlere Blatter .. 0,88 0.011 0,96 O.OL 
Obere Blatter .... O86 0,011 0,96 0.010 


Tabelle VII. Pufferung der Teile von Nicotiana tabacum. 





Sp un fe- Jd - 
Pu I uffe Pflanzenteil PH Putte- 
OlWecem HEL Teng O1l0cem HCL Teng 


Pflanzenteil 


Untere Blatter ... 0,65 0.015 Wurzel 0.66 O01) 
Mittlere Blatter .. 0.66 0.015 Stamm 0.52 0.019 
Obere Blatter .... 0,65 0,015 Bliite 0,32 0,039 
Alte gelbe Blatter 0,64 0.015 





Diese Tatsache gab AnlabBb, die Titrationskurven fiir die Einzel- 
teile festzustellen (Abb. 5 und 6). Dabei ergab sich eine auffiallige 
Ubereinstimmung der Einzelblattkurven und eine weitgehende Ahnlich- 
keit im Kurvenverlauf von 
Wurzeln, Stamm, Bliiten 
und Blattern. Um nun zu 
beurteilen, inwieweit das 
Titrationsverhalten den Im- 
muncharakter der Pflanze 
bestimmt, wurden gleicher- 
maBen die Pufferkapazi- Unte 
taten und Titrationskurven Mitt! 
Ober 
: Spitz 
Nicotiana = glutinosa _ er- ke 
mittelt. Fiir die Pufferung 
der Blatter wurde im Ce- 
gensatz zu Nicotiana taba. Unt 
cum eine auBerordentliche Mitt 
| Variabilitat der  Einzel- 8 
" saad jE .§ blatter gefunden, wobei die 
Abb. 5. Titrationskurven der Blitter von Nicotiana unteren Blatter eine sehr Aus 
tabacum. starke, die oberen Blatter sche 
eine verminderte Pufferung (Ab 
aufwiesen (Tabelle VIII). Inwieweit diese Veranderung in Beziehung deu 
zu einem abweichenden Verhalten im Immuncharakter der Einzelteile den 
der Pflanzen zu setzen war, blieb zunachst noch ungeklart. Es fand (Ab 
sich namlich, daB die alteren, stark gepufferten Blatter keine oder doch 


nur langsam  geringfiigige, morphologisch unscharfe Lisionen ent- gro 
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wicxelten, wahrend die jungen oberen Blatter auf den Virusbefall 
schoeller mit der Entwicklung der typischen Lokalnekrosen reagierten 
und nach einiger Zeit eine starke VergréBerung der Lasionen unter 
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Abb. 6. Titrationskurven von Wurzel, Stamm und Bliiten von Nicotiana tabacum. 





Tabelle VIII. Pufferung der Blatter von Nicotiana glutinose. 





Blatter A pa I A pu P A pu 

0,l cem HCl O.cem HCl Ol ecem HCl 

Untere Blatter ... 0,04 0,244 O19 0,051 0,12 0,081 
Mittlere Blatter .. 0,13 0,075 0,26 0,038 O15 0.065 
Obere Blatter... . 0,52 0,019 0,25 0,039 0,30 0.033 
Spitzenblatter .... 0,57 0,017 0,60 0,016 0,53 0,018 





A PH p A pr 


Blitter 
O,leem HCI O.ecem HCl 


Untere Blatter ... 0,19 0,051 0.06 0,163 
Mittlere Blatter .. 0.40 0,024 0.19 0.051 
Obere Blatter .... 0,52 0,019 0.48 0,020 
Spitzenblatter .... 0,61 0,016 O54 0,018 


Ausbildung konzentrischer Umwallungsrander zeigten, die an die Er- 
scheinungen bei Nicotiana rustica und Nicotiana sylvestris erinnerten 
(Abb. 7). Auffallig im Titrationsverhalten war die Ausbildung eines 
deutlichen Wendepunkts bei py 5, der sowohl bei den alten wie bei 
den jungen Blattern, wenn auch hier etwas weniger stark, auftrat 
(Abb. 8). 

Die Untersuchung der Titrationsverhaltnisse wurde nun auf einen 
groBeren Kreis lokalresistenter und anfalliger Pflanzen ausgedehnt. 
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Dabei konnte das Auftreten der typischen Wendepunkte auch bei «ey rung 
lokalresistenten Datura- und Phaseoluspflanzen beobachtet werden, weicl 
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Abb. 7. Vergré®erte Lokalnekrosen bei Nicotiana glutinosa. Ver 
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rung eine entsprechende Kurve, wobei gelegentlich beobachtete Ab- 
weichungen um py 5 als atypisch erschienen (Abb. 10). 
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Abb. 9. Titrationskurven lokalresistenter Pflanzen und von Nicotiana rustica. 
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tionsverhalten der ge- | 
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Abb. 10. Titrationskurven anfiilliger Pflanzen 

gewesen ware — eine Ver- 

schiebung der pxy-Werte nach dem sauren Bereich, sondern vielmehr 
zumeist eine leichte Alkalose, deren Ausmaf} 0,15 bis 0,30 Einheiten 
betrug. Da die Einzelwerte innerhalb der Schwankungsbreite der 
Werte fiir verschiedene Pflanzen lagen, konnte die Verschiebung 
nur dann als sicher gelten, wenn gleichzeitig die Titrationskurven 
im sauren Bereich sich denen der gesunden wieder starker anglichen, 
was in mehreren Fallen festgestellt wurde (Abb. 11). 
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Ferner erwiesen sich die kranken Blatter als starker gepuffert: 
maximal wurde eine Steigerung auf 144°, beobachtet (Tabelle IX). 
Diese Verstarkung der Pufferung driickt sich in einem flacheren Verlawt 
der Titrationskurve aus, der besonders zwischen py 3 und 4 deutlich 
ist und sich mit saureren Werten wieder dem der Kurven gesunder 


max 
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Abb. 11. Titrationskurven gesunder und kranker Blatter von Nicotiana tabacum. 


Tabelle IX. Pufferung gesunder und kranker Blatter von Nico- 
tiana tabacum und Beta vulgaris. 
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Abb. 12. Titrationskurven gesunder und kranker Blitter von Beta vulgaris. 
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Pilanzen angleicht. Das auffallige Ansteigen der Pufferung mit der Er- 
krankung und die Ausbildung der Maximalzone bei py 3 bis 4 wurde 
sowohl bei Nicotiana tabacum wie bei Beta vulgaris (Abb. 12) gefunden 
und tiberschreitet — besonders bei den schon linger erkrankten Pflanzen 

erheblich die aus der Streuung der gesunden Pflanzen sich ergebenden 


maximalen Normalwerte (Abb. 13). 
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Abb. 13. Titrationskurven gesunder und kranker Blatter von Nicotiana tabacum. 


Da der Wasserstoffionenkonzentration in den Einzelteilen der 
Pflanze keine Bedeutung fiir die Kinetik der Virusreaktion zugemessen 
werden konnte, muBte untersucht werden, welche Beziehungen sich 
zwischen Redoxpotential und Vermehrungsgeschwindigkeit ergaben, 
zumal da die Potentialmessungen bei den Virosen der Kartoffel fiir die 
chlorophyllfreien Knollen nur sehr spezielle und darum unvergleichbare 
Befunde gebracht hatten (28) (29) (30). Die Potentialmessungen an den 
Teilen von Nicotiana tabacum ergaben fiir alte gelbe Blatter eine sehr 
geringe Reduktionskraft, fiir Stamm, untere und mittlere Blatter eine 
maBige, fiir Wurzeln und obere Blatter eine starke, und fiir Bliiten eine 
auBerordentlich starke, weit zum Potential der Wasserstoffelektrode 
verschobene Reduktionsintensitat (Tabelle X). Nicotiana glutinosa 


Tabelle X. Potentialwerte fiir die Einzelteile von Nicotiana 
tabacum. 





Pflanzenteil Ey, nach 400 Min. | £p nach 720 Min. 


Untere Blatter t. 134 Millivolt + 102 Millivolt 
Mittlere Blatter 1. 137 L 98 

Obere Blatter 27 ; 86 

Alte gelbe Blatter + 200 ’ L 190 
Wurzeln 18 89 
Stamm + 144 1 112 
Bliiten . 108 275 
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zeigte auch im PreBsaft der unteren Blatter ein stark negatives Potent ia| 
ebenso Datura stramonium und Nicotiana rustica. Der Vergleich der 
Potentialwerte der gesunden Pflanzen fiihrt zu der Annahme, daf 
die Virusbildung an das Auftreten starker negativer Potentiale ve. 
bunden ist. Die Beziehungen fiir die Bliiten bleiben dabei unklar 
der Vermehrungsgrad des Virus in den Bliiten laBt sich namlich kaum 
ermitteln, da die friihzeitig erkrankten Pflanzen keine Bliiten hervor- 
bringen, und die spater infizierten sie zeitig verlieren. 

Um die Beziehungen zwischen der Erkrankung und den Potentialer 
genauer bestimmen zu kénnen, wurde der Potentialverlauf in den Pre(}- 
siften gesunder und kranker Pflanzen wahrend 24 Stunden festgestel|t 
Die Messungen an morphologisch stark geschadigten mosaikkranken 
Bohnenpflanzen ergaben eine starke Verringerung der Reduktionskraft 
wahrend bei mosaikkranken Riiben- und Tabakblattern die Verschiebung 
des Endpotentials nicht so deutlich war (Tabelle XI). Im Gegensatz 


Tabelle XI. Potentialwerte gesunder und kranker Pflanzen. 





Ep, in Millivolt 
An- ~ An- . 
et nach nach End- ccigrsll nach nach End 
fangs- 300 500 — poten- fangs- 399 =| 500 _ poten. 


poten- . : : poten- - iale 
tain Min. Min. tiale tiale Min. | Min. tia 


Potentiale in TH 


Pflanze 


Tabacum, gesund) +475) +68 + 41+—200 6,08 27,8 2 | 13,3 

s krank | + 414 14 — 133,,6,26 26,1 12,8 
Beta, gesund .... || + 336) + 3; —-— 83) —325//6,92)| 24,8 : 10,8 | 2, 
» wrank ....1+ 290! + 146 — 258!) 6,80: 23,0 { 8,0 1.8 
Phaseolus, gesund + 381) + 71 45 —119 6,06 24,6 3 | 13,4! 8,0 
ss krank +372) +88 76) + 68/614 24,5 14,6 14,0 


zu den gesunden Pflanzen ergaben sich jedoch hier deutliche Ab- 
weichungen in den einzelnen Abschnitten der Potentialbewegung. 
Die ‘Anfangspotentiale der kranken Pflanzen waren um 20 bis 60 Millivolt 
erniedrigt, die Potentiale nach 300 Minuten lagen tiber denen der ge- 
sunden, nach 500 Minuten wiederum darunter, um nach 800 Minuten 
gleichmaBig iiber denen der gesunden zu bleiben. Da die Potentiale 
wegen des verschiedenen py-Wertes der gemessenen Systeme nicht un- 
mittelbar verglichen werden konnten und die Potentialunterschiede 
auf der verschiedenen Aziditat beruhen konnten, wurden die gemessenen 
Potentiale (E,, bezogen auf die Normal-Wasserstoffelektrode) nach der 
Gleichung 
E, = E, + 0,0591 . px 

auf die Nullpotentiale reduziert und aus diesen die rq-Werte nach der 
Forme! 

r : By 

H ~~ 0,03 
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bestimmt (Tabelle XI). Der Vergleich dieser Werte zeigte jedoch eine 
ahnliche Verschiebung, woraus geschlossen werden kann, dab diese 


als typische Leistung des kranken Organismus zu gelten hat. Die 
Potentialkurven (Abb. 14 und 15) zeigen sowohl fiir Nicotiana tabacum 
wie fiir Beta vulgaris bei den kranken Pflanzen eine Erhéhung des 
horizontalen Wendepunkts der Kurve, der zu einem schnelleren, dabei 
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Abb. 14. Potentialkurven gesunder und kranker Blatter von Nicotiana tabacum. 
Ansatz 1: 1 cem geschleuderter PreSsaft gesunder Blitter + 1 cem Puffer mit Redoxfarb- 
stoffen, Dy 6,08, 
2: Leem geschleuderter PreBsaft kranker Blitter + 
stoffen, Py = 6,26. 
Elektroden 30 Minuten mit Chromschwefelsiure oxydiert und gewissert. 


leem Puffer mit Redoxfarb- 
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Abb. 15. Potentialkurven gesunder und kranker Blitter von Beta vulgaris. 
Ansatz 1: 1 cem geschleuderter PreBsaft gesunder Blitter + 1 cem Puffer mit Redoxfarb- 
stoffen, Py 6,92. 
2: Leem geschleuderter PreBsaft kranker Blitter + 
stoffen, Dy 6,80. 
Elektroden stark oxydiert und schwach kathodisch reduziert, 


leem Puffer mit Redoxfarb- 
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jedoch weniger intensiven Potentialabfall fiihrt. Aus dem Verg|eic) 
der Kurven fiir zwei kranke Pflanzen der gleichen Art (Beta, Abl). 13 
und 16) laBt sich weiter ableiten, daB weder das AusmaB des Unterschieds 
im Endpotential gegeniiber dem gesunder Pflanzen, noch die zeit|liche 
Ordnung der Potentialwerte an den charakteristischen Punkten der 
Kurve als kritisches qualitatives Bestimmungsmerkmal fiir die Krank. 


400 
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Abb. 16. Potentialkurven gesunder und kranker Blitter von Beta vulgaris. 
Ansatz 1: 1 cem geschleuderter PreBsaft gesunder Blitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb- 
stoffen, Pu 6,97. 
Pe 2: leem geschleuderter PreBsaft kranker Blitter + 1 cem Puffer mit Redoxfarb- 
stoffen, ou = 6,94. . 
Elektroden stark oxydiert und schwach kathodisch reduziert. 


heit gewertet werden darf; lediglich die Gré&e der Potentialverlagerung 
und die Verkiirzung des entsprechenden waagerechten Kurventeils 
gegeniiber der gesunden Pflanze darf als kennzeichnend fiir die Er- 
krankung eines bestimmten Wirtes typisch gelten. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Die Pir das Studium der Enzymkinetik fruchtbare Vorstellung 
vom Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die enzymatische 
Katalyse ergibt bei ihrer Ubertragung auf die biologischen Verhiiltnisse, 
die sich im Symptom- und Immunverhalten der Pflanzen ausdriicken 
keine eindeutige Abhangigkeit. Hingegen findet sich hier eine deutliche 
Beziehung zwischen der pflanzlichen Reaktion und dem Ausmak der 
Pufferung in gewissen bevorzugten py-Bereichen, namlich in der Nahe 
von px 5. Dabei erscheint die Pufferkapazitat in dem etwas alkalischeren 
eigentlichen Arbeitspunkt der Pflanze in keiner so deutlichen Beziehung 
zu ihrem biologischen Verhalten zu stehen, vielmehr erliegt etwa die 
stark gepufferte Nicotiana glutinosa bei systematischer Virusaufnahme 
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durch Pfropfung auf Nicotiana tabacum und Infizierung der Unter- 
lage) dem Virusangriff unter Ausbildung einer totalen Nekrose rasch (7). 
Das Titrationsverhalten fiihrt zu der Annahme, da die Pufferung 
der lokalresistenten Pflanzen maBgeblich auf einem System, etwa 
dem Salz einer schwachen Saure, einer Aminsodiure oder einem Eiweib- 


<orper, beruht, dessen Puffermaximum bei py 5 gelegen ist, und das 
I pelee 


die Wendepunkte in den Titrationskurven der PreBsaifte verursacht. 
Die Vermehrung des Virus auf Kosten dieses Systems kénnte die Aus- 
bildung der Lokalnekrosen bei 6rtlicher Infektion erklaren. 

Jedoch stehen einer solchen einfachen Deutung der Virusreaktion 
yewisse Schwierigkeiten im Wege: Da namlich, verglichen mit den Ver- 
haltnissen bei den lokalresistenten Pflanzen der Vermehrungsgrad 
des Virus in den anfalligen Pflanzen ein gréBerer ist, die Pflanzen jedoch 
keine verstarkte Pufferung bei py 5 zeigen, kann die Virusvermehrung 
nicht auf diesem System beruhen. Die Bestimmung des isoelektrischen 
Punktes der Virusproteine durch Stanley hatte nun Werte um py 3,3 
ergeben (25), und Beale hatte gezeigt, daB die Proteinkristalle durch 
Behandlung mit Ammonium- oder Magnesiumsulfat und Saure auch 
in der lebenden Zelle sichtbar gemacht werden kénnen (26). Diese 
Tatsachen und das Titrationsverhalten der PreBsafte mosaikkranker 
Blatter, das eine Zone verstarkter Pufferung im starker sauren Bereich 
bei pu 3 bis 4 anzeigt, machen wahrscheinlich, daB das Virus auch 
unter physiologischen Verhaltnissen als freies Virusprotein oder doch 
zumindest in auberordentlich lockerem Gleichgewicht mit diesem 
vorliegt, d. h. daB dem isolelektrischen Punkt der Virusproteine auch 
eine physiologische Bedeutung zugesprochen werden muB. Wegen des 
Fehlens einer Azidose in der kranken Pflanze bzw. wegen der zuweilen 
gefundenen schwachen Alkalose mu also die Virusvermehrung ent- 
weder durch Umbildung eines sauren Proteins etwa vom isoelektrischen 
Punkt des Virusproteins oder aber durch einen WechselprozeB mit 
alkalischeren Proteinen unter gleichzeitigem Verlauf von Regulations- 
vorgangen erfolgen, die —- etwa durch Desamidierungen — die Reaktion 
der kranken Pflanze im physiologischen Bereich zu stabilisieren ver- 
mégen. Eine solche Wechselwirkung kénnte das Auftreten von 
sekundéren und unabhangigen toxischen Agenzien in viruskranken 
Pflanzen (31) erklaren. Doch ist es wahrscheinlicher, daB die Bildung 
toxischer Agenzien mehr an Pflanzen mit typischer Nekroseneigung 
gebunden ist, weshalb fiir das klassische Virus eine Beziehung zwischen 
toxischem Agens und den spezifischen Systemen der lokalresistenten 
Pflanzen angenommen werden kann. Eine Sekundarreaktion des Virus 
mit diesen Systemen wiirde einerseits die geringe Nekroseneigung 
der stark gepufferten unteren Blatter von Nicotiana glutinosa und das 
geringe VermehrungsausmaB des Virus in dieser Pflanze verstandlich 
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machen und kénnte andererseits die von Kéhler (32) beim Virus de; 
Akronekrose unter gewissen Umstinden in Kartoffelpfropfungen ge. 
fundene partielle Inaktivierung des Virus erklaren. 


Die Erérterung der stofflichen Grundlagen der Virusvermehrin: 
lieB die Frage offen, vermittels welcher energetischen Faktoren de; 
Aufbau der hochkomplexen Virusmolekeln zustande kime. Die Unter 
suchung der Potentialkurven brachte nunmehr den Nachweis, dali die 


virésen Pflanzen im Oxydations-Reduktionsvermégen Eigentiimlich 
keiten aufweisen, und daf auBer der GréBe des Endpotentials der Ver 
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Abb. 17. Verschiedene Typen der Potentialkurven bei kranken Tabakpflanzen. 
Ansatz 1: 1 cem geschleuderter Pre®Bsaft kranker Blitter + 1 ccm Puffer mit Redoxfarb- 
stoffen, Pu 6,61. 
2: 1ecem geschleuderter PreBsaft kranker Blatter + 1 cem Puffer mit Redoxfarb- 
stoffen, PH 6,85. 
3: leem geschleuderter PreBsaft gesunder Bliitter + 1cem Puffer mit Redox- 
farbstoffen, py = 6,71. . 
Elektroden oxydiert und stark kathodisch reduziert. 


lagerung des Horizontalwendepunkts besondere Bedeutung zugemessen 
werden muB. 


Diese Verlagerung kann auf die Bildung eines unter normalen Um- 
stinden nicht vorhandenen oder doch nicht wirksamen Redoxsystems 
zuriickgefiihrt werden, dessen Beschwerung den geringen Potential. 
abfall im kritischen Bereich verursacht. Indem dieses System. sich 
bedeutend iiber das der normalen Pflanze erhebt, miissen die Elektronen- 
bzw. Wasserstoffverschiebungen iiber dieses System erfolgen, d. h. das 
in der kranken Pflanze gebildete Redoxsystem lenkt die Reduktions- 
energie der lebenden Zelle auf ein fremdes Substrat ab, von wo aus sie 
offenbar fiir die Virusbildung verwertet werden kann. Diese Annahme 
vermag auch die bei kranken Pflanzen bisweilen gefundene Erscheinung 
des Stehenbleibens der Potentialwerte (Abb. 17) zwanglos zu erklaren. 
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jst samlich die Beschwerung des neu gebildeten spezifischen Krankheits- 


sysiems groB gegeniiber der Reduktionskraft der negativeren Systeme, 


so vermégen diese die Elektrode nicht weiter zu reduzieren und die 
Potentialausbildung ist lediglich vom Reduktionszustand des ersten 
Systems abhangig. 

Diese moégliche Verflechtungsweise der Stoff- und Energiegrund- 
lagen muB durch weitere Versuche gepriift werden, in denen besonders 
die Bildung des toxischen Agens in den lokalresistenten Pflanzen und 
die Beziehung zu deren spezifischen EiweiBkérpern, ferner Eigenart 
und Wirkungsbedingungen der charakteristischen Redoxsysteme geklart 
werden muB. Diese Aufgabe ist der folgenden Arbeit vorbehalten. 


Zusammenfassung. 

Aus den Untersuchungen an etwa 70 Pflanzen von Nicotiana 
tabacum, Nicotiana glutinosa, Nicotiana rustica, Datura stramonium, 
Solanum lycopersicum, Phaseolus vulgaris und Beta vulgaris ergaben 
sich folgende Feststellungen: 

1. Durch geeignete Verdiinnungen lassen sich die Wasserstoff- 
zahlen fiir die Einzelteile der Pflanze mittels der Chinhydronelektrode 
messen. 

2. Die unmittelbare Messung anaerober Potentiale in rohen PreB- 
siften, Gewebebrei oder Blattschnitten griiner Pflanzenteile ergibt 
unvergleichbare Werte. Durch Ausschleudern lassen sich aus den Preb- 
siften st6rende Substanzen entfernen. In den geschleuderten Preb- 
siften k6nnen mittels einer Mikroelektrodenvorrichtung bei Verwendung 
eines Ré6hrenvoltmeters sinnvolle anaerobe Potentiale in Fliissigkeits- 
mengen von 0.5 ccm bestimmt werden. 

3. Bei Nicotiana tabacum unterscheiden sich die Wasserstoffionen- 
konzentrationen im PreBsaft erwachsener Blatter einer Einzelpflanze 
voneinander nur wenig: die Schwankungsbreite betragt maximal 
0,5 Kinheiten. Die Werte fiir verschiedene Pflanzen weichen bei ahnlicher 
Schwankungsbreite erheblich voneinander ab. Der maximale Unter- 
schied samtlicher erwachsener Einzelteile der gleichen Pflanze betragt 
0.9 py. Unter optimalen Bedingungen gehaltene Pflanzen zeigen meist 
eine Polaritaét, bei der die alten gelben Blatter die sauersten, die Sprob- 
spitzen die alkalischsten Werte erreichen. 

4. Die mikroskopische Analyse mittels Indikatorfarbung ergibt 
bei Nicotiana tabacum fiir Xylem, Haare und Epidermis eine saurere, 
fiir Phloem, Rinde, Markstrahlen und Mark eine alkalischere Reaktion. 


5. Pufferung und Titrationskurven sind fiir die PreBsafte der 
Einzelblatter von Nicotiana tabacum nahezu identisch und unabhangig 
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von der Aziditat des Blattes. Wurzeln, Stamm und Bliiten haben eine 
etwas abweichende Pufferung bei einem ahnlichen Verlauf der Titrations. 
kurven. Der gleiche Kurventyp wurde fiir Solanum lycopersicum ind 
Beta vulgaris gefunden. Er ist charakteristisch fiir die virusanfalliven 
Pflanzen. 

6. Pufferung und Titrationskurven sind fiir die einzelnen Blatter 
von Nicotiana glutinosa verschieden, ergeben jedoch ein Gebiet starkerer 
Pufferung bei py 5. Gleichermaben verhalten sich Datura stramonium, 
Phaseolus vulgaris und Nicotiana rustica. Dieses Verhalten ist be- 
zeichnend fiir die lokalresistenten Pflanzen und fiir die mit systematischer 
Nekrose. 

7. Kranke Pflanzen von Nicotiana tabacum und Beta vulgaris 
zeigen akute Alkalose, verstarkte Pufferung und ein verandertes Titra- 
tionsbild. Das Gebiet verstarkter Pufferung zwischen py 3 und 4 wird 
auf die Bildung der Virussubstanz zuriickgefiihrt. 

8. Die Potentialmessungen an Nicotiana tabacum ergeben fiir 
alte gelbe Blatter eine geringe, fiir Stamm, untere und mittlere Blatter 
eine mabige, fiir Wurzeln und obere Blatter eine starke und fiir Bliiten 
eine sehr starke Reduktionsintensitat. 

%. Das Endpotential viruskranker Blatter von Phaseolus vulgaris, 
Beta vulgaris und Nicotiana tabacum ist positiver als das der gesunden 
Blatter. Der Kurvenverlauf fiir kranke, jedoch morphologisch nicht 
geschadigte Blatter von Nicotiana tabacum und Beta vulgaris deutet 
auf die Wirksamkeit eines in gesunden Pflanzen nicht auftretenden 


beschwerenden Systems von positiverem Potentialbereich. 


Der Jahrhundertspende der Sachsischen ,Technischen Hochschule 
danke ich fiir ein Stipendium, das mir fiir die Dauer der Untersuchungen 
gewahrt wurde, und das die Herstellung der Gerate, sowie die Beschaffung 
der Reagenzien erméglichte. 
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Vergleichende Untersuchungen 
zur Methodik der Himoglobinbestimmung im Blute. 
Von 
W. Weise. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Instituts fiir Schiffs- und Trope 


krankheiten in Hamburg.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 
fond 


Einleitung. 

Die letzten 20 Jahre haben die Tatsache ins Licht geriickt, dati 
unsere Kenntnisse tiber die Konzentration des Haimoglobins im Blute. 
deren Normalwerte fiir die verschiedenen Geschlechter und Lebensalter. 
ihre Schwankungen unter physiologischen Bedingungen, grobe Liicken 
und Unsicherheiten aufweisen. Zwar ist seitdem mit Hilfe zuver. 
lassiger Methoden ein unifangreiches Analysenmaterial beigebracht 
worden, das in vielen Richtungen zuverlassige Unterlagen geschaffen 
hat. Aber es gibt doch immer noch eine Reihe von Unstimmigkeiten, 
die tiberwiegend auf abweichende und auch unzulangliche Methodik 
zuriickzufiihren sind; daneben sind neue Fragen aufgetaucht, wie die 
nach der Haufigkeit des Auftretens,physiologisch unwirksamer Formen 
des Blutfarbstoffes, vor allem des Carboxyhamoglobins, und nach dem 
EinfluB von zivilisatorischen und klimatischen Verhaltnissen auf den 
Hamoglobinspiegel. Die exakte Bearbeitung dieser Probleme setzt 
zwei Vorbedingungen voraus: Einerseits eine zuverlassige Kenntnis der 
Leistungsfahigkeit der Methoden und ihrer Vergleichbarkeit, an- 


dererseits eine ausreichende Erfahrung tiber die individuelle Schwankungs- 
breite unter physiologischen Bedingungen (Nahrungsaufnahme, Muskel- 
tatigkeit, Klimaschwankungen). 

In der Frage der Zuverlassigkeit und Vertretbarkeit der ver- 
schiedenen Methoden, der auch die vorliegenden Untersuchungen 
gewidmet sind, hat die jiingste Zeit wesentliche Fortschritte gebracht. 


Ankniipfend an die von Hiifner geschaffenen Grundlagen ist die spektral- 
photometrische und kolorimetrische Methodik von Biirker, Hari und 
seinen Schiilern, Haurowitz, Heilmeyer und anderen wesentlich e- 
fordert worden. Auf dem Gebiete der Blutgasanalyse verdanken wir 
Barcroft und van Slyke wichtige Verbesserungen und Vereinfachungen 
Sehr viel Miithe ist auch auf die Verbesserung der Eisenbestimmung 
verwandt worden; dabei ist das Vorkommen von Nichthamoglobineisen 
im Blute zu _ beriicksichtigen, das von Barkan und anderen studiert 
worden ist. Die recht erheblichen Abweichungen der Ergebnisse lassen 
erkennen, daB auf diesem Gebiete noch am meisten zu tun ist. 
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Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin, neben der Uber- 
priifung und gegebenenfalls Verbesserung der Methoden auf breiterer 
Grundlage deren Vergleichbarkeit und Ubereinstimmung zu untersuchen. 
Dabei wurde streng darauf gesehen, die Methoden auf menschliches 
Vollblut (meist gesunder Individuen) zu beziehen und nicht ohne Kritik 
Werte zu iibernehmen, die fiir reines Hamoglobin und dergleichen er- 
halten wurden. Inzwischen ist die ahnlichen Zielen dienende Arbeit 
von Heilmeyer und Sundermann (1) erschienen. Dadurch verlieren die 
vorliegenden Untersuchungen aber nicht an Wert, weil die erhaltenen 
Ergebnisse in einigen Punkten abweichen und der Kreis der in Betracht 
vezogenen Methoden ein groberer ist. 


A. Methodik. 


1. Gewinnung der Blutproben, Darstellung von kristallisiertem 
Hamoglobin und von gereinigten Hamoglobinlésungen. 


Das Blut wurde entweder friihmorgens niichtern oder 1 bis 2 Stunden 
nach dem Morgenkaffee mit einer Spritze entnommen und mit festem 
Kaliumoxalat zur Gerinnungshemmung versetzt. Meist handelte es sich 
um Gesunde oder Rekonvaleszenten, in wenigen Fallen um Kranke. 

Zum Abmessen der Proben fiir die einzelnen Bestimmungen dienten 
geeichte 1l-cem- oder 2-cem-Vollpipetten mit zwei Marken. Wenn man das 
Blut ganz langsam auslaufen laBt, so daB an den Wandungen der Pipette 
kein rotlicher Belag zuriickbleibt, erhalt man das richtige Volumen. Kleinere 
Mengen Blut (0,1 bzw. 0,2cem) werden mit geeichten, graduierten 
Kapillarpipetten entnommen, welche die Bezeichnung ,,£** oder ,,Ausblasen* 
tragen. Falls ein so kleines Volumen fiir die ganze Untersuchung ausreicht, 
erfolgt die Entnahme aus dem Ohrlappchen. 

Die Darstellung von kristallisiertem Pferdeoxyhdmoglobin erfolgte in 
Anlehnung an die klassische Methode von Hoppe-Seyler. Nach dreimaligem 
Waschen mit 1°,iger Kochsalzlésung auf der Zentrifuge wurde der Blut- 
kérperchenbrei mit dem gleichen Volumen eiskalten destillierten Wassers 
und dem doppelten Volumen Aluminiumhydroxydsuspension nach Marshall 
und Welker (2) versetzt, gut durchgeriihrt und auf eine halbe Stunde in den 
Eisschrank gestellt. 

Die Verwendung von kolloidem Aluminiumhydroxyd bringt grobe 
Vorteile. Reste von SerumeiweiBkérpern werden niedergeschlagen, und die 
Stromata der Erythrocyten lassen sich sehr leicht durch Zentrifugieren 
entfernen, wobei sie mit dem Aluminiumhydroxyd eine feste Gallerte bilden, 
von der die klare Oxyhamoglobinlésung leicht abgegossen werden kann. 
Es wird so die Verwendung von Ather, Toluol oder ahnlicher Mittel ver- 
mieden, die leicht zur Denaturierung des Oxyhamoglobins fiihren. Vorsichts- 
halber wurde noch durch ein Papierfilter abgesaugt, mit Alkohol ("/; Volumen) 
versetzt und durch starkes Abkiihlen zum Kristallisieren gebracht. Das 
Absaugen der ausgeschiedenen Kristalle mu®8 sehr rasch erfolgen, damit 
Umwandlung in Methéimoglobin méglichst vermieden wird. Nach einmaligem 
Umkristallisieren wurde das Oxyhimoglobin verwendet. Von dem gut 
abgepreBten Kristallbrei wurde eine bestimmte Menge abgewogen und in 
0,1°,igem Natriumcarbonat gelést. Die genaue Feststellung des ange- 
wandten Gewichts erfolgte in doppelter Weise, durch Riickstandsbestimmung 
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und durch Trocknen einer anderen abgewogenen Portion des Oxyhamoglo| 
kuchens. In beiden Fallen wurde bei 105° bis zum konstanten Gewiv| 
erhitzt. 

Zur Herstellung einer gereinigten Lésung von Menschenoxyhdmoglol; 


wurde eine geeignete Menge (20 bis 30cem) Menschenblut defibrinie:t. 


nach DurehgieBen durch Gaze abzentrifugiert, dreimal mit 1°,iger Koch. 
salzlésung gewaschen und dann in gleicher Weise, wie fiir Pferdeoxyhamv. 


globin beschrieben, unter Zusatz von Aluminiumhydroxyd hamolysiert, 
Nach Zentrifugieren und Filtrieren wurde die Lésung, die nur noch (ie 


Kristalloide des Blutes in verminderter Konzentration enthalt, benutzt 
Die Gehaltsbestimmung erfolgte durch Gasanalyse. Bei raschem Arbeiten 
laBt sich eine teilweise Denaturierung sicher vermeiden. 

Heilmeyer und Sundermann (1) haben Lésungen von Menschen- 
oxyhimoglobin durch Elektrodialyse von allen Kristalloiden gereinigt 
und konnten infolgedessen den Gehalt solcher Lésungen gravimetrisch 
durch Riickstandsbestimmung ermitteln. Richtig ist die Behauptunyg 
dieser Autoren, daB es nicht méglich ist, aus kristallisiertem Oxy- 
hamoglobin eine Lésung zu gewinnen, die das theoretische Gasbindungs- 
vermégen aufweist. Deshalb wurde auch bei den vorliegenden Unter- 
suchungen darauf verzichtet, die Konzentration der aus kristallisiertem 
Pferdehimoglobin erhaltenen Lésungen gasanalytisch zu bestimmen. 
Die Gewinnung kristalloidfreier Oxyhamoglobinlésungen verliert aber 
viel an Bedeutung angesichts der durch die folgenden Untersuchungen 
festgestellten Tatsache, daB fiir viele Hamoglobinbestimmungsmethode n 
die mittels reinen Oxyhdimoglobins gewonnenen Konstanten nicht auf die 
Bestimmung im Vollblut iibertragen werden kénnen. 

Bei der Herstellung verdiinnter Lésungen von Hamoglobin in 
0,1 °,igem Natriumcarbonat fiir optische Untersuchungen, sei es durch 
Auflésen von kristallisiertem Oxyhaimoglobin, sei es durch Versetzen 
einer ,,gereinigten“ Lésung mit Wasser, beobachtet man einerseits, 
daB es erhebliche Zeit dauert, bis die Lésung véllig klar geworden ist ; 
andererseits muB wegen der Gefahr der Methamoglobinbildung méglichst 
rasch gearbeitet werden. Es ist méglich, daB solche geringen Triibungen 
fiir die beobachteten Unterschiede der optischen Konstanten von 
ursichlicher Bedeutung sind. 


2. Gasanalytische Methodik. 


Nach orientierenden Vorversuchen wurde der Gasanalyse nach 
van Slyke gegeniiber der Methodik Barcrofts der Vorzug gegeben. 
Damit soll die letztere nicht als weniger zuverlassig gekennzeichnet 
werden, wenn auch zweifellos bei dem Verfahren von van Slyke die 
einzelnen Faktoren sich klarer herausheben. Aber ein wesentliches 
Moment liegt bei allen gasanalytischen Arbeiten: in der persénlichen 
Eignung und Neigung, und dieses hat zweifellos auch im vorliegenden 
Falle die Wahl weitgehend beeinfluBt. 
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Es wurde der jetzt allgemein gebrauchliche Apparat mit geschlessenem 
Manometer benutzt und in der Bedienung und Wartung nach den Original- 
vorschriften verfahren. Zuerst lief die Genauigkeit der Bestimmungen zu 
winschen tibrig, weil die Schiittelpipette des eigenen Modells nicht sorg- 
faltig genug gearbeitet war. Es ist notwendig, daB das kapillare Ver- 
bindungssttick, welches den Dreiweghahn mit dem kalibrierten Rezipienten 
zur Aufnahme der Reagenzien) verbindet, hinreichend eng und genau 
zylindrisch ist. Zur Fettung der Hahne wurde die von van Slyke angegebene 
Kautschuk-Paraffinmischung mit gutem Nutzen verwandt. 

Die Aufbewahrung der Absorptionsfliissigkeiten geschah unter Queck- 
silber unter Benutzung der von van Slyke angegebenen Spezialvorrichtungen. 
Zur Absorption von Sauerstoff diente das Reagens von Fieser (3). 

Die Abmessung der Blutproben fiir die Gasanalyse geschah im Anfang 
mittels der von van Slyke angegebenen Hahnpipetten. Spiter stellte sich 
heraus, daB die oben erwaéhnten Vollpipetten mit zwei Marken ohne 
Beeintrachtigung der Genauigkeit benutzt werden kénnen. 

Die Methodik der Bestimmung des Kohlenoxydbindungsvermégens 
von van Slyke und Hiller (4) ergab vorziigliche Werte. Sie wurde zur 
Ermittlung der Gasbindung gereinigter Hamoglobinlésungen und 
auBerdem zu gelegentlichen Vergleichsbestimmungen benutzt. Als 
regelmaBige Methode konnte sie deshalb nicht Verwendung finden, weil 
durch die Gasanalyse der physiologisch aktive Blutfarbstoff bestimmt 
werden sollte. Zu diesem Zweck erwies sich das Verfahren von Sen- 
droy (5) als sehr geeignet. 

Die Methode von Sendroy hat den groBen Vorzug, dab die Sattigung 
des Hamoglobins mit Sauerstoff durch die atmospharische Luft erfolgt, 
deren Sauerstoffpartialdruck unter normalen Verhaltnissen dazu aus- 
reicht, falls das Hamoglobin sich in den intakten Blutkérperchen be- 
findet, wahrend die Methode auf geléstes Hamoglobin nicht anwendbar 
ist. Die erheblichen Mengen physikalisch gelésten Sauerstoffs, die mit 
Luftdruck und Temperatur variieren, bedingen eine recht groBe Korrek- 
tur. Diese laBt sich aber mit Hilfe der vom Autor konstruierten Nomo- 


gramme genau ermitteln, wie dies auch eigene Kontrollversuche be- 


statigt haben. 

Zeitweise ergab die Methode von Sendroy Fehlergebnisse, die aber auf un- 
vollstandige Absorption des Sauerstoffs zuriickzufiihren waren. Die Aktivitit 
der Fieserschen Lésung (auch bei Zusatz von einigen Tropfen Ferrichlorid- 
lésung) scheint auch bei sorgfaltiger Herstellung aus einwandfreien Reagen- 
zien nicht immer gleich groB zu sein. Um Fehlschlage zu vermeiden, wurde 
deshalb folgendermaBen verfahren: Nach Zufiigen des Reagens wurde 
bis zur ersten Ablesung des Druckes p, 3 Minuten gewartet. Dann wurde 
der Fliissigkeitsspiegel wieder bis an die Stelle gesenkt, wo die Kammer 
sich zu verjiingen beginnt, und | Minute spiater neu auf die Marke (0,5 cem) 
eingestellt und wiederum abgelesen. Meist war dann der Druck noch um 
eine Kleinigkeit gesunken. Eine dritte Ablesung zeigte in der Regel keine 
Veranderung mehr. 

Fiir die Bestimmung der Kohlenoxydbindung wurden in der Regel 
2cem-Proben verwandt und die Gasvolumina fiir die Druckablesung auf 


Rx 


0 
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2cem gebracht. Fiir die Sendroy-Methode wurde immer lccm Blut ve 
nommen und auf die 0,5-cem-Marke eingestellt. Da hier kleine Ungenaiig 
keiten erhebliche Druckdifferenzen bedingen, wurde die Einstellung jj: 
Hilfe einer Lupe vorgenommen. 


3. Methodik der monochromatischen Kolorimetrie. 


Die Anwendung monochromatischen oder doch angenahert mono 
chromatischen Lichtes in der Kolorimetrie hat sich neuerdings immer 
mehr durchgesetzt, weil sie mit zwei wichtigen Vorteilen verbunden 
ist: Erhéhter Ablesegenauigkeit wnd 
der Moéglichkeit ,,absolute“ Stan. 
dards zu benutzen. 








Anstatt der viel benutzten Gela- 
tinelichtfilter bediente sich der Ver 
fasser des von Bechstein konstriu 
ierten Okularmonochromators, der 
sich in Verbindung mit einem Kolori- 
meter des Typs Duboscq der Firma 
Schmidt & Haensch, Berlin, schon 
seit Jahren bewahrt hat (6). Der 
Vorteil eines solchen Mongchro- 
mators beruht darauf, daB sich jeder- 
zeit genau auf das Maximum der 
Lichtabsorption des zu bestimmen- 
den Farbstoffs einstellen 1iBt und 
die Selektivitat gr6Ber ist, als sie sich 
mit den derzeit gebrauchlichen Licht- 
filtern erreichen ]aBt. 

















Abb. 1. Die Apparatur setzt sich, wie 

Abb. 1 zeigt, aus drei Teilen zusammen. 

Die Kugelbeleuchtungseinrichtung (K) besteht aus einer mit Magnesia aus 

gekleideten Hohlkugel, in der sich zwei Niedervoltlampen befinden. Sie 

gewihrleistet eine vollkommen gleichmaBige Beleuchtung des Kolorimeters. 

Die Helligkeit 14Bt sich mittels eines Vorschaltwiderstandes regulieren. Die 

Genauigkeit der Ablesungen wird erheblich gesteigert, wenn man immer 
auf das physiologische Optimum der Helligkeit einstellt. 

Das Kolorimeter selbst, dessen Aufbau aus der Abbildung hervorgelht. 
bedarf keiner naheren Erlauterung. Das benutzte Modell hat eine héchste 
verinderliche Schichtdicke von 120mm. Fiir alle in dieser Arbeit be- 
schriebenen Methoden lat sich aber das kleinere Modell mit einer Schicht- 
dicke bis zu 60 mm ebensogut verwenden. 

Der Okularmonochromator (M) wird einfach an Stelle des Okulars ein- 
gesetzt. Mit Hilfe der seitlichen Triebschraube wird das gewiinschte Wellen 
langengebiet an der Skala (mit Nonius) eingestellt. Die erforderliche Eich 
kurve bezieht man entweder von der herstellenden Firma oder konstruiert 
sie sich selbst. Zu diesem Zwecke spannt man den Monochromator senkrecht 
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in cin Stativ ein und beleuchtet ihn monochromatisch (Geifler-Rohr bzw. 
durch Salze gefarbte Bunsenflamme). Vor das Okularstiick schaltet man 
eine Lupe und stellt jedesmal so ein, da8 die zu einem breiten Band aus- 
ejnandergezogene monochromatische Linie genau den Okularspalt ausfiillt. 
So erhalt man eine Reihe von korrespondierenden Werten, mit deren Hilfe 
man dann die Kurve aufzeichnet. Yon Zeit zu Zeit empfiehlt sich eine 
Kontrolle mit Hilfe der Natriurmflamme. 

Die Selektivitat laBt sich durch verschiedene Einstellung der beiden 
Spalte des Monochromators variieren. In der Norm sind diese so justiert, 
daB im mittleren Bereich des sichtbaren Spektrums (550 my) ein Gebiet 
von 20my Breite ausgeschnitten wird. Das ergibt eine hinreichende 
Selektivitat, ohne daB die Helligkeit des Gesichts- 
feldes allzusehr beeintrachtigt wird. - 

Zur Erzielung einer konstanten  Licht- 
schwichung diente ein rotierender Sektor. Es 
handelte sich um eine behelfsmaBige Einrichtung, 
die aus einem kleinen Ventilator hergestellt 
wurde. Die Windfliigel des Ventilators wurden 
durch eine Messingscheibe ersetzt, deren Form 
aus der Abb. 2 ersichtlich ist. Die durch diesen 
Sektor bewirkte Extinktion wurde trigono y 
metrisch (mit Hilfe des Radius r und der Abb. 2. 

Sehnen s, bzw. s,) zu 0,9543 berechnet, ein Wert, 

der durch die Thielsche Normalgraulésung bestatigt wurde (die Ex- 
tinktion dieser Lésung war vorher spektralphotometrisch bestimmt 
worden). 

Eine weitere Sektorscheibe mit E = 0,5 stand ebenfalls zur Verfiigung, 
konnte aber bei den vorliegenden Untersuchungen entbehrt werden. Be- 
kanntlich ist es am giinstigsten, wenn die Messungen bei einer Extinktion 
von annahernd 1,0 erfolgen. 

Die Sektorenvorrichtung wurde mit Hilfe eines Stativs so angebracht, 
daB die Sektorenscheibe waagerecht unter dem Photometerkopf des Kolori- 
meters in den Strahlengang der einen Seite eingeschaltet war. Die Ge- 
schwindigkeit muB so groB sein, daB kein Flimmern mehr auftritt ; im iibrigen 
ist die Héhe der Tourenzahl bei visueller Beobachtung gleichgiiltig (anders 
als bei photographischer Aufnahme!). 

Die spektralkolorimetrische Messung (dieser Ausdruck wird in der 
Folge zur Unterscheidung von der gewéhnlichen Kolorimetrie und 
der Spektralphotometrie gebraucht) wird nun folgendermafen vor- 
genommen: 

Das eine TauchgefaB (R) des Kolorimeters wird mit der zu unter- 
suchenden Lésung beschickt; in das andere (L) gibt man das reine Lésungs- 
mittel (meist Wasser). Nun wird zunachst der ,,Basiswert*’ bestimmt, der 
kleine Unterschiede in der Helligkeit beider Seiten ausschalten soll. Man 
stellt den ruhenden Sektor so, daB er den Strahlengang durch L nicht 
behindert. Dann wird mit R eine Reihe von Einstellungen vorgenommen. 
Das ist nur dann méglich, wenn die R entsprechende Gesichtsfeldhalfte 
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die hellere ist. Sollte dies nicht der Fall sein, legt man unter das Tatcl). 
gefaB L einen geschliffenen Objekttrager od. dgl. Der Mittelwert de 
Ablesungen ergibt den ,,Basiswert‘‘. 

Nun la8t man den Sektor laufen, bringt die Lichtquelle auf gré(iere 
Helligkeit und macht eine vorlaufige Einstellung auf Gleichheit. May 
bringt dann die Seite mit dem Lésungsmittel (LZ) auf die gleiche Schicht- 
dicke und vollzieht eine Reihe von Ablesungen (am besten sechs bis acht 
Vom Mittelwert zieht man den Basiswert ab und erhalt die gesuchte Schichit. 
dicke. 

Das geschilderte Verfahren hat den groBen Vorzug, da immer 
auf eine bestimmte, méglichst giinstige Extinktion eingestellt wird, 
Technische Schwierigkeiten dafiir bestehen solange nicht, als die 
spezifische Extinktion des Ausgangsmaterials an sich hoch ist und 
ohnehin verdiinnt werden muB. Bei den vorliegenden Untersuchungen 
war dies immer der Fall. Sonst muB man, wie erwahnt, die Sektoren- 
scheibe gegen eine andere mit kleinerem L-Wert austauschen. 

Die Auswertung der Bestimmung ist dann sehr einfach, wenn das 
Beersche Gesetz Giltigkeit hat. Bezeichnen wir die Schichtdicke mit h, 
die gesuchte Konzentration mit-c, so gilt: 


E=K.h.c. 


In dieser Gleichung bedeutet K den spezifischen Extinktions. 
koeffizienten des gelésten, farbigen Stoffes im eingestellten Spektral- 
bereich. Im allgemeinen gestaltet -sich die Berechnung aber einfacher 
nach folgendem Schema: Bei giiltigem Beerschen Gesetz hat das Pro- 
dukt ,,2.c‘ einen konstanten Wert; wir wollen ihn F nennen. Man 
bestimmt diesen Wert ein fiir allemal sorgfaltig mit Hilfe verschiedener 
Lésungen bekannter Konzentration (méglichst im gleichen Bereiche, 
in dem spater die Bestimmungen zu erfolgen haben). Dann erhalt man 
aus der gefundenen Schichtdicke h einer unbekannten Lésung deren 
gesuchte Konzentration c nach 


si 

Wenn das Beersche Gesetz fiir den zu bestimmenden Stoff nicht 
gilt, dann mu8 man mit Lésungen bekannter Konzentrationen eine 
empirische Kurve herstellen. Ein naheres Eingehen auf dieses Ver- 
fahren eriibrigt sich, da es bei den vorliegenden Untersuchungen nicht 
in Betracht kam. 

Ein wichtiger Faktor, der beriicksichtigt werden muB, ist die Ver- 
anderung der Lichtabsorption mit der Zeit. Bei der gewéhnlichen Kolori- 
metrie mit gleichartigen Standards fallen soleche Veranderungen, wenn sie 
maBigen Grades sind, nicht auf. Ganz anders liegen aber die Dinge, wenn 
eine unveranderliche Extinktion als Vergleichsma8stab dient. Man mut) 
es sich deshalb zur strengen Regel machen, in jedem Falle die ,,Zeitkurve 
der Absorption“ vorher festzulegen. Falls sich dabei Veranderungen er- 
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geben, muB man an Hand der Kurve feststellen, welche Zeitspanne nach 
Herstellung der Lésung fiir die Messung am geeignetsten ist. 

Da das Pulfrichsche Stufenphotometer in physiologischen und klini- 
schen Laboratorien sehr verbreitet ist, wurden einige der vom Verfasser 
fiir die Spektralkolorimetrie ausgearbeitete Verfahren auch dem Stufen- 
photometer angepaBt. Die Genauigkeit der Bestimmungen war mit 
diesem Instrument durchaus befriedigend. Die geringere Selektivitat 
der Farbfilter gegeniiber dem Monochromator machte sich aber doch 
insofern geltend, als diejenige Halfte des Gesichtsfeldes, welche durch 
Verengerung der Quadratblende auf gleiche Helligkeit gebracht wurde, 
immer deutlich grauer erschien als die andere. ErfahrungsgemaB wird 
diese Ungleichheit von photometrisch geiibten Augen stérender emp- 
funden als von ungeiibten 


4. Spektralkolorimetrische Bestimmung des Haimoglobins. 


Es ist Biirkers (7) Verdienst, auf die besondere Eignung des redu- 
zierten Hamoglobins fiir die Blutfarbstoffbestimmung im Blute hin- 
gewiesen und auf dieser Grundlage ein Verfahren ausgearbeitet zu 
haben. Sein Prinzip empfahl sich ganz besonders fiir die spektral- 
kolorimetrische Anwendung, weil der Verlauf der Absorptionskurve 
des reduzierten Hamoglobins der Selektivitaét des Monochromators gut 
angepaBt ist. Auch liegt der Schwerpunkt der Bande (556 my) nahe 


der optimalen Empfindlichkeit des menschlichen Auges. Fir den 
benutzten Monochromator ergab sich die Einstellung auf 2°35’ der 
Skala. 

Es muBte nun fiir reduziertes Hamoglobin der spezifische Extink- 
tionskoeffizient bzw. der Wert fiir ,,F*‘ ermittelt werden. Es lag nahe, 
zu diesem Zwecke kristallisiertes Oxyhimoglobin zu verwenden. Wie 
Heilmeyer und Sundermann (1) mit Recht betonen, ist es praktisch 
nicht méglich, kristallisiertes Oxyhimoglobin zu erhalten, das frei 
von Methaimoglobin ist; aber fiir den vorliegenden Zweck war diese Tat- 
sache weniger von Belang, da auch Methimoglobin durch Natrium- 
hydrosulfit reduziert wird. Die fiir die Darstellung kristallisierten 
menschlichen Oxyhaimoglobine angegebenen Verfahren befriedigten 
nicht; deshalb wurde Pferde-O,Hb benutzt. Zur Kontrolle wurden 
noch Bestimmungen an ,,gereinigten Haimoglobinlésungen“ (s. oben) 
aus Menschenblut vorgenommen, deren Gehalt gasanalytisch (mittels 
CO-Bindung) ermittelt wurde. 

Fiir die Konzentration der aus dem umkristallisierten Pferde-O, Hb 
hergestellten Stammlésung ergab sich: 

Aus dem Abdampfriickstand . . fig ie a4 QO, 


Auf Grund des Trockengewichts der Oxy hamoglobin- 
MONS = eca We 6 25) eter ite ce 1a wad aeecet ek) a) te 


NT ee sy) SI ge oo ee oe 2 
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Von dieser Stammlésung wurden verschiedene Verdiinnungen }).r. 
gestellt und nach Zusatz einer kleinen Menge festen Natriumhydro. 
sulfits im Spektralkolorimeter die Schichthéhen bestimmt, bei denen die 
Extinktion mit der des rotierenden Sektors iibereinstimmte. Nach. 
stehend sind die gefundenen Mittelwerte aufgefiihrt : dazu in der dritien 
Rubrik der Wert ,,F** (bezogen auf Schichtdicke in mm, Konzentration 
in g pro 100 ccm): 

Verdiinnung 1: Schichtdicke 9,01 mm == 1,352 
ER 3 ap 5 13,35 = 1,335 

a : * 18,36 = 1,377 

re er - 37,33 = 1,400 
Mittelwert: F = 1,366 


Im Verlauf der F-Werte scheint ein ,,Gang“ angedeutet zu sein. 
Die Unterschiede sind aber geringfiigig, so daB die Giiltigkeit des 
Beerschen Gesetzes hinreichend gewahrleistet ist. 

Zur Eichung gegen Menschenhdimoglobin wurde eine ,,gereinigte 
Hamoglobinlésung* aus dem Blute eines gesunden Mannes hergestellt, 
deren gasanalytische Bestimmung nach van Slyke und Hiller folgende 
Werte fiir die CO-Bindung ergab: 

I: 8,56 Vol.-°%; II: 8,38 Vol.-°¢; III: 8,62 Vol.-°,; IV: 8,58 Vol.- 
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Mittelwert: 8,54 Vol.-°,. Daraus bergchnet: 6,37°, Hdmoglobin. 

Fiir die spektralkolorimetrische Bestimmung wurden zwei Ver- 
diinnungen 1: 100 hergestellt. Fiir die Schichthéhen ergaben sich die 
Werte 21,6 und 21,5 mm. Aus dem Mittelwert berechnet sich F = 1,375. 


Dieser Wert stimmt sehr gut mit dem fiir Pferdehamoglobin 
iiberein. Der Mittelwert aus beiden Versuchsreihen laBt sich also fiir 
die spektralkolorimetrische Bestimmung des Hamoglobins zugrunde 
legen. Fiir diesen ergibt sich: F = 1,370. 

Um zu priifen, ob die fiir reines Hamoglobin gefundenen Unter- 
lagen geeignet waren, eine Bestimmung des Hamoglobins in ver- 
diinntem Vollblut zu erméglichen, wurde eine Reihe von Blutproben 
gleichzeitig gasanalytisch (nach Sendroy) und spektralkolorimetrisch 
untersucht. AuBerdem wurde auch das Originalverfahren von Biirker 
zum Vergleich herangezogen. Das Blut stammte meist von gesunden 
Mannern; Nr.6 von einem gesunden jungen Madchen; Nr. 9 bis 1! 
von Kranken mit ausgesprochener Andimie (Anaemia perniciosa bzw. 
Malaria tropica). 

Fiir die spektralkolorimetrische Bestimmung wurde das Blut 1: 25() 
mit 0,1°,iger Natriumcarbonatlésung verdiinnt (bei Anamien starkeren 
Grades, wie Nr. 10 und 11, verdiinnt man besser 1: 100). Man erhalt dann 


direkt den Gehalt des Blutes an Hamoglobin in Gramm pro 100 cem, indem 
man 342,5 durch die ermittelte Schichthéhe (in mm) dividiert. 
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Tabelle I. 















Probe Gasanalyse (Sendroy) Spektral- 
Nr. Vol.-9/5 °/, Hb kolorimetrie 













Nach Biirker 
























1 20,75; 20,57 15,4 15,3 15,3 
2 20,65 15,4 15,6 15,5 
3 19,51 14,6 14,8 14,7 
{ 21,72; 21,84 16,3 16,4 15,6 
5 20,41; 20,31 15,2 15,1 15,2 
6 16,60; 16,41 12.2 12,55 12,3 
7 19.32 14.5 14,4 
8 20,47; 20,43 15,3 15.6 
9 17,16; 16,99 12,8 12,8 12,2 
10 10,89; 10,92 8.1 8,2 8.4 
11 12,48; 12,63 9,4 9,3 8,7 
Mittelwerte : 13.57 13,64 
















Wie aus der Tabelle I hervorgeht, ist die Ubereinstimmung der 
Gasanalyse mit der spektralkolorimetrischen Bestimmung sehr be- 
friedigend ; die gréBte Abweichung betragt 2°. Da auch die Mittelwerte 
fiir die elf Proben sehr gut iibereinstimmen, ist es also berechtigt, den 
mittels reinen Haimoglobins gewonnenen F-Wert fiir die Bestimmung 
im Vollblut heranzuziehen. Etwas héher (um 0,5 °) ist allerdings der 
Mittelwert fiir das spektralkolorimetrische Verfahren, was wohl auf 
eine geringe Lichtabsorption durch andere im Vollblut enthaltene 
Stoffe zuriickzufiihren ist. Diese Differenz ist aber erheblich geringer 
als die durch die Methodik selbst gewahrleistete Genauigkeit. 















Die nach Biirker erhaltenen Werte sind in den meisten Fallen in 
guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Gasanalyse und 
Spektralkolorimetrie. Einige Male finden sich aber auch starkere Ab 
weichungen. Die Ursache ist darin zu suchen, daB die Ablesungen 
unsicher werden, sobald die Beleuchtung auf beiden Seiten des Apparats 
nicht genau gleich ist. Diese Bedingung laBt sich aber auch bei gréBter 
Sorgfalt nicht immer zuverlassig erfiillen. In solchen Fallen liest ein 
zweiter Beobachter meist erheblich anders ab, ein Beweis dafiir, dab 
absolute Gleichheit beider Gesichtsfeldhalften nicht zu erzielen ist. 
In diesem Punkte zeigt sich die groBe Uberlegenheit der monochromati- 


schen Kolorimetrie. 















5. Spektralphotometrie. 


Angesichts der in neuerer Zeit von Hdri (8), Charnass (9), Heil- 
meyer (10), Martini (11) und anderen Autoren gegebenen ausfiihrlichen 
Darstellungen der spektralphotometrischen Methodik, diirfte es sich 
eriibrigen, das Grundsatzliche nochmals in extenso zu erértern. Wir 
kénnen uns deshalb mit einigen allgemeinen Bemerkungen und einer 
kurzen Kennzeichnung der verwendeten Apparatur begnigen. 
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Der Begriff des ,,spezifischen Eatinktionskoeffizienten“ wird 
benutzt, wie er jetzt in der Physiologie und Klinik allgemein angewaj{t 
wird [ vgl. Heilmeyer (10)|, obwohl es bedauerlich ist, daB man nicht dic 
, spezifische Extinktion analog definiert wie die spezifische Drehung. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit einer Modifikation 
des Spektralphotometers von Kénig-Martens durchgefiihrt, und zwar 
mit dem Modell nach Kénig-Bechstein (Hersteller: Franz Schinidt 
& Haensch, Berlin). Da der Apparat nur in Verbindung mit der sog, 
,,kleinen Beleuchtungsvorrichtung geliefert wird, ist die héchste 
zulassige Schichtdicke 2cm. Fiir die Untersuchung so stark absor- 
bierender Pigmente, wie es der Blutfarbstoff und seine Derivate sind. 
ist das vollig ausreichend. Die Lésung, deren Extinktion gemessen 
werden soll, befindet sich in einem planparallelen Troge mit Schultz. 
schem Klotz. Es wurde sichergestellt, da8 die Lichtabsorption durch 
diesen Glasklotz sich von der durch reines Wasser bewirkten nicht 
meBbar unterscheidet. 

Es wurden jeweils mehrere (zwei bis vier) Ablesungen im ersten 
Quadranten und dann die gleiche Anzahl im vierten Quadranten 
durchgefiihrt; nach Vertauschung des Strahlengangs (durch Heben 
des Troges) wurden die Messungen in gleicher Weise wiederholt. Man 
erhalt so zwei Winkel, aus denen man unmittelbar die Extinktion 
findet, indem man die Logarithmen der Tangenten voneinander sub- 
trahiert. 

Der benutzte Apparat ist mit zwei bilateralen Prazisionsspalten ver- 
sehen, die beide eine Mikrometerschraube tragen. So lassen sich Eintritts- 
und Austrittsspalt genau regulieren. Das ist sehr wesentlich, weil von der 
Breite der Spalte die spektrale Reinigung und damit die GréBe des Extink- 
tionskoeffizienten abhaingt. Eine exakte ,,Reduktion auf die Spaltbreite 
Null", wie sie Hoffmann (12) fiir die Photometrie weiBer Lichtquellen an- 
gegeben hat, laBt sich zwar fiir die Spektralphotometrie gefarbter Lésungen 
noch nicht durchfiihren; aber soviel ergibt sich doch aus Hoffmanns Unter- 
suchungen, da8 die Einstellung von Eintritts- und Austrittsspalt auf gleich: 
Breite am giinstigsten ist. 

Es ist viel dariiber diskutiert worden, inwieweit die gefundenen Werte 
fiir die spezifischen Extinktionskoeffizienten durch die besondere Apparatur 
bedingt sind, mit der die Messungen ausgefiihrt wurden. Nun ist eine solche 
Abhangigkeit natiirlich auBer Zweifel; es ist aber meist zu wenig beriick- 
sichtigt worden, daB es sich hier um optische Konstanten handelt, deren 
Wert méglichst exakt zu bestimmen ein Ziel der Untersuchungen ist. Wenn 
sich Differenzen in den gefundenen Werten zeigen, so ist es Sache der 
experimentellen Kritik, zu beurteilen, welche Werte als die besten anzusehen 
sind und aus welchen Griinden andere Befunde als weniger zuverlassig zu 
gelten haben. Zweifellos ist das alte Vierordtsche Prinzip der Helligkeits- 
regulation durch Variation der Spaltbreite erheblichen physikalischen Ein- 
winden ausgesetzt. Es ist aber jetzt fast allgemein verlassen, und die 
neueren spektralphotometrischen Apparate sind meist in optischer Hinsicht 
einwandfrei. 
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Dagegen ist die angewandte Spaltbreite ein Faktor, der unter allen 
Umstanden von groBer Bedeutung ist. Aus den Hoffmannschen Unter- 
suchungen ist jedenfalls soviel fiir das vorliegende Problem zu entnehmen, 
dai unbedingt die Breite von Lintritts- und Austritisspalte gleich groB zu 
wahlen ist. AuBerdem sind die Spalte natiirlich so eng wie méglich zu 
nehmen. Als Grenze kann man wohl 0,1 mm bezeichnen. Bei Extinktionen, 
die um 1,0 herum liegen, ist dann die Helligkeit noch ausreichend, wenn die 
Messungen im gut verdunkelten Raum vorgenommen werden. 

Fiir die benutzte Apparatur entsprach eine Spaltbreite von 0,1 mm 
einem Winkel von 6!/, Teilen der Wellenlangentrommel. Wenn man also 
fiir den EinfluB beider Spalte das Doppelte rechnet (hier ist nur eine Schaétzung 
moglich), so ergeben sich rund 13 Trommelteile. Im mittleren Bereich des 
Spektrums (550 my) entspricht dies einem Gebiet von 2my, d.h. einer 
ausgezeichneten spektralen Reinigung. 

Die richtige Ermittlung der FE xtinktionskoeffizienten fiir die Maxima 
so schmaler Absorptionsbanden, wie sie das Oxyhamoglobin darbietet, 
verlangt eine genaue Einstellung des Spektralphotometers auf die 
Wellenlinge dieser Maxima. Wenn man die Angaben Alterer Arbeiten 
hieritiber miteinander vergleicht, findet man teilweise recht erhebliche 
Abweichungen. Zum Teil scheinen aber auch die alten Hiifnerschen 
Angaben ohne weiteres iibernommen worden zu sein. Um solche Fehler- 
quellen auszuschalten, wurde die Lage der Maxima I und II des Oxy- 
himoglobins sorgfailtig bestimmt. Es ergaben sich die Werte: 

Maximum I: 576,4 + 0,4 muy, 
Maximum II: 541,6 + 0,4 mu. 

Diese Zahlen sind in guter Ubereinstimmung mit den von Heil- 
meyer (10) angegebenen, so daB man diese Werte wohl als endgiiltig 
ansehen kann. Die Lage des zwischen beiden Maxima liegenden Mini- 
mums wurde in Ubereinstimmung mit den Angaben anderer Autoren 
zu 560 mu gefunden. 

Zur Kontrolle der Zuverlassigkeit spektralphotometrischer Messun- 
gen am Oxyhamoglobin wird mit Vorliebe der Hiifnersche Quotient 
herangezogen. Mit zunehmender Leistungsfaihigkeit der Apparaturen 
und fortschreitender Sorgfalt bei seiner Ermittlung ist sein Wert immer 
mehr gestiegen. Fiir verdiinntes Menschenblut hat bisher Martini (11) 
mit 1,656 den héchsten Wert angegeben. Aber die Schwankungsbreite 
seiner Zahlen ist recht groB; auch liegt, wie Heilmeyer hervorhebt, die 
Mehrzahl seiner Werte zwischen 1,63 und 1,65. Heilmeyer selbst (10) 
findet 1,645. 

AuBer dem Hiifnerschen Quotienten sind auch noch andere Ver- 
haltnisse der Absorptionskoeffizienten fiir markante Punkte der Oxy- 
himoglobinkurve herangezogen worden. Der Quotient Maximum I /Mi- 
nimum zeigt starke Abweichungen von der Norm, wenn das Blut 
Kohlenoxyd enthalt, worauf Heilmeyer (10) aufmerksam gemacht hat. 
Wenig konstant ist nach den eigenen Untersuchungen der Quotient 
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576,4/590. Das ist auch nicht tiberraschend, da bei 590 mu die \). 
sorptionskurve steil abfallt. 

In der Tabelle II sind die Ergebnisse der Untersuchungen an ze} 
gesunden Mannern aufgefiihrt, in deren Blut die Extinktionskoeffizien {ey 
fiir die beiden Maxima und das Minimum 560 my. bestimmt wurden, 
Das Blut wurde 1 : 250 mit 0,1 °,iger Natriumcarbonatlésung verdiinnt 
und in 2 em Schichtdicke untersucht. Die Anwendung von Ammoniak 
(0,4°%) ist zu widerraten, da dieses den Blutfarbstoff rascher zersetzt. 

In der Tabelle ist der Extinktionskoeffizient fiir 541,6 (Maximum I) 
nicht so aufgefiihrt, wie er gemessen wurde, sondern nach Umrechnung 
auf eine Blutverdiinnung 1: 100. Mit Hilfe des umgerechneten Wertes 
laBt sich namlich sehr einfach das Absorptionsverhaltnis fiir das Maxi- 
mum II ermitteln, wenn man den Haimoglobingehalt des Blutes kennt. 
Dieser wurde spektralkolorimetrisch (s. oben) bestimmt. 


Tabelle II. 





Extinktions- ' : Hiimoglobin- Absorptions- 
koeffizient Hiifners Quotient gehalt verhiiltnis 


Nr. fiir Max. I — ieee Fg fiir Max. 1] 


Probe 


1,613 1,64 
1,261 1,66 
1,461 1,66 
1,447 1,57 
1,339 1,61 
1,469 1,62 
1,377 1,66 
1,329 1,65 
1,496 1,67 
1,324 1,65 


Mittelwerte: 1,649 


19,0 0,001 18 
14,3 0,001 14 
16.1 0,001 10 
yA 0,001 17 
15,9 0,001 19 
16,9 0,001 15 
16,2 0,001 17 
16,1 0,001 2 
17,5 0,001 

15,7 0,001 


16,5 0,001 
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Die Hiifnerschen Quotienten bewegen sich in dem engen Bereich 
zwischen 1,64 und 1,67 mit Ausnahme von zwei Fallen, die aber auch 
besonders niedrige Zahlen fiir den Quotienten Max. I/Min. zeigen. 
Es ist also wahrscheinlich, daB hier stérende Bestandteile die Messungen 
beeinfluBt haben. Als streng normalen Mittelwert fiir Niichternblut darj 
man wohl 1,66 ansehen. 

Der Mittelwert fiir den Quotienten Max. I/Min. ist in guter Uber- 
einstimmung mit dem ‘von Heilmeyer gefundenen (1,725). 

Der Mittelwert des Absorptionsverhaltnisses fiir 541,6 my ist der 
gleiche, wie er spiter durch Prazisionsbestimmungen (vgl. Abschnitt B) 
festgelegt wurde. In der vorliegenden Reihe sind die Schwankungen 
auffallend groB (bis zu 6%). 

Fiir die Beurteilung einer Methode ist die Kenntnis des methodischen 
mitileren Fehlers wichtig. Es wurden deshalb von einer Blutprobe 
(Oxalatblut) fiinf Verdiinnungen 1: 250 hergestellt und in jeder die 
Extinktionen fiir die beiden Maxima bestimmt: 
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Il Ill IV F Mittelwerte 


541,6 ma 1,0626 1,0643 1,0628 -  1,0628 1,0560 1,0617 
5764 ma 1,1264 1,1264 1,132% 1,1204 1,1220 1,1255 


Als mittlerer Fehler der einzelnen Bestimmung ergibt sich fiir 
541.6 mu: + 0,0029 (0,27 %), fiir 576.4 mu: + 0,0042 (0.37%). Diese 
Fehler sind auBerordentlich klein. Wenn das gesamte vorliegende 
Material auf eine gréBere Fehlerbreite der spektralphotometrischen 
Himoglobinbestimmung schlieBen laBt, so folgt daraus, da andere 
Einfliisse sich wesentlich starker geltend machen miissen. Als solcher 
ist wohl in erster Linie die wechselnde Lichtabsorption durch andere 
Blutbestandteile verantwortlich zu machen. Daneben ist auch an 
Schwankungen im Dispersitaétsgrad des Oxyhaimoglobins zu denken. 

Uber die endgiiltige Festlegung des Absorptionsverhidltnisses fiir das 
I], Maximum (A54;6) wird im Abschnitt B berichtet. 


6. Bestimmung des Haimoglobins nach Umwandlung in Hamatin. 


Das Ziel der Methodologie der Hamoglobinbestimmung im Blute 
besteht nicht nur darin, solche Verfahren zu priifen, die dieser Aufgabe 
in einfacher und doch exakter Weise geniigen, und sie miteinander in 
Einklang zu bringen, sondern auch in solchen Fallen den richtigen Weg 
zu weisen, wo irgendwelche Abweichungen von der Norm vorliegen. 
Von besonderer Wichtigkeit sind naturgemaiB solche Veranderungen, 
die den Blutfarbstoff selbst betreffen. Die verschiedensten Derivate, 
wie Carboxyhamoglobin, Methamoglobin, Sulfhamoglobin kénnen sich 
unter dem Einflu8 zivilisatorischer und pathologischer Bedingungen 
im Blute vorfinden und Anla®B zu Fehlern geben. 

Dem Rahmen dieser Arbeit entsprechend, sollen nicht Methoden 
fiir Sonderfalle erdrtert, sondern eine allgemeine Lésung des Problems 
erstrebt werden. Ein solcher Versuch hat davon auszugehen, dali zwei 
Eigenschaften des Blutfarbstoffs in physiologischer Hinsicht an erster 
Stelle stehen: Seine Fahigkeit Sauerstoff locker zu binden und seine 
Farbstoffnatur. 

Im Brennpunkt des physiologischen und klinischen Interesses 
steht die Fahigkeit des Blutes, Sauerstoff zu binden und wieder an die 
Gewebe abzugeben. Hieriiber gibt das Sauerstoffbindungsvermégen, 
z. B. nach Sendroy bestimmt, zuverlassigen AufschluB. Daneben ist es 
von Bedeutung zu wissen, ob der vorhandene Blutfarbstoff vollstandig 
in funktionstiichtiger Form vorliegt. Das ist nicht nur wichtig fiir die 
Frage der Anwendbarkeit solcher Methoden, die sich auf die Farbstoff- 
eigenschaft griinden, sondern auch fiir eine Reihe von physiologischen 
und pharmakologischen Fragen, von denen nur die eine gestreift sei, 
in welechem Umfange Kohlenoxyd im menschlichen Blute vorkommt 
und ob diese Tatsache, wenn es sich um einen Dauerzustand handelt, 
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zu einer Erhéhung des Hamoglobinspiegels fiihrt. Nun wird zwar die 
Ausfiihrung einer der im vorhergehenden besprochenen Methoden, e+ wa 
die spektralkolorimetrische Bestimmung als reduziertes Hamog]ohin 
oder die spektralphotometrische Bestimmung des Oxyhamoglobins, 
wenn gleichzeitig eine Gasanalyse durchgefiihrt wird, Abweichunyen 
ohne weiteres erkennen lassen. Aber welchen Grades diese Abweichunven 
sind, liBt sich nicht ohne weiteres aus den erhaltenen Resultaten ab. 
lesen, weil etwa vorhandene Hamoglobinderivate sich bei den optischen 
Methoden ganz verschieden auswirken. Nur ausnahmsweise, so z. B. 
beim Vorkommen von Methamoglobin, falls vor der Bestimmung mit 
Natriumhydrosulfit reduziert wird, laBt sich das Ergebnis auch quanti. 
tativ direkt verwerten. 

Da bei der Umwandlung des Blutfarbstoffs in Hdmatin alle in 
Betracht kommenden Derivate des Hamoglobins dasselbe Produkt 
liefern, war es naheliegend, nach einer exakten Methode zu suchen, die 
das ,,Gesamthaimoglobin* nach Uberfiihrung in Hamatin zu bestimmen 
erlaubt. Die iiblichen Salzsitre-Haimatinmethoden konnten dazu, 
obwohl sie im klinischen Gebrauch bei gewissenhafter Handhabung 
Gutes leisten, nicht herangezogen werden, weil das Hamatin hier in 
einer sehr labilen kolloiden Form vorliegt [vgl. dazu: Barkan und 
Olesk (13)}. ; 

Dagegen empfahl sich die Bestimmung als Hamatin in alkalischrr 
Lésung. Dabei verfihrt man zweckmaBig nach Wu (14), indem nach 
vollstandiger Umwandlung mittels Salzsiiure durch Zusatz von Natron- 
lauge alkalisiert wird. Wir haben uns tiberzeugt, daB die Umwandlung 
durch n/10 Salzséure bei 35 bis 40° (Wasserbad) nach 10 Minuten voll- 
stindig ist. Einwirkung waihrend 40 Minuten in der Kalte ergab stets 
das gleiche Ergebnis. Bei der Durchfiihrung der Bestimmung wurde 
nach folgender Vorschrift gearbeitet : 

0,2 cem Blut werden mit Hilfe einer geeichten Pipette (s. oben) ab- 
gemessen und sorgfaltig in 5ccm n/10 Salzséure ausgeblasen, die sich in 
einem kleinen Mef{zylinder befinden. Man stellt diesen in ein gréferes 
Becherglas, das mit Wasser von 40° halb gefiillt ist. Nach 10 Minuten 
nimmt man heraus, fiigt 2,5cem n/10 Natronlauge hinzu, kiihlt unter 
flieBendem Wasser ab und fiillt mit Wasser bis 20 cem auf (etwa vorhandenen 
Schaum zerstért man mit einer Spur Ather). Nach Umschiitteln wird im 
Spektralkolorimeter die Bestimmung durchgefiihrt. Auf Grund der spektro- 
skopischen Untersuchungen wurde der Monochromator auf 610 my ein- 
gestellt. Nach den spater durchgefiihrten spektralphotometrischen Unter- 
suchungen wiirde es allerdings korrekter sein, die Messung bei 590 my 
durchzufiihren. 


Bei den Bestimmungen, die zur Standardisierung der Methode durch- 
gefiihrt werden, gingen wir zur Erhéhung der Genauigkeit von 1 ccm Blut 
aus; die Mengen der Reagenzien wurden proportional geandert und der 
Ansatz in einem 100-cem-Me8kolben vorgenommen. 
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Es wurde versucht, die Hamatinbestimmung mittels reinen Hama- 
tins zu standardisieren. Dazu wurde nach Schal/ejeff gereinigtes ~-Chlor- 
himin nach der Vorschrift von Nencki und Sieber (15) in B-Hamatin 
umgewandelt. Das so erhaltene Praparat besaB einen Eisengehalt 
jodometrisch bestimmt) von 8,72 °%, (theoretisch : 8,82 °), entsprechend 
einem Reinheitsgrad von 99°. Fiir die spektralkolorimetrische Messung 
wurde eine abgewogene Menge in n/10 Natronlauge gelést. In gleicher 
Weise wurden aus dem reinen Chlorhamin (auch dieses erwies sich als 
(9°. ig) direkt Lésungen in n/10 Natronlauge hergestellt und gemessen. 
Es ergaben sich folgende Mittelwerte fiir die Schichthéhen (die 
tatsichlich beobachteten Werte sind entsprechend dem Reinheitsgrad 
der Proben korrigiert) : 

0.0786 g $-Hamatin in 1000 ccm n/10 NaOH: 17,1 mm (F = 3,55) 
5,586 mg Chlorhamin ,, 100 ,, n/10 NaOH: 25,2 ,, (Ff = 3,62) 
9,051 ,, ” » 100 ,, n/l0 NaOH: 15,4 ,, (F = 3,58) 

In Klammern dahinter sind die Werte fiir ,,F*‘ angegeben. Diese 
beziehen sich aber nicht auf Hamin, sondern sind umgerechnet auf 
Himoglobin (1 g Haimatin entspricht 26,4 g Haimoglobin, 1 g Haimin 
25,7 g Hamoglobin). Die Ubereinstimmung ist sehr gut; als Mittelwert 
ergibt sich F = 3,58. Wenn die theoretischen Erwagungen richtig 
waren, muiBte sich mit Hilfe dieser Zahl das Hamoglobin im Blute be- 
stimmen lassen. Diese Annahme erwies sich aber als irrig, wie die 
Analysen der Abschnitte B und C zeigen. Wenn man die richtigen 
Werte fiir Hamoglobin erhalten will, muB der fiir die Berechnung zugrunde 
yelegte Wert von F um etwa 8%, kleiner sein. 

Wir versuchten, fiir diesen iiberraschenden Befund eine Erklarung 
zu finden. Es lag nahe, an Unterschiede in der Dispersitaét zu denken, 
da die Bildung lichtabsorbierender Stoffe aus Bestandteilen des Serums 
durch besondere Versuche ausgeschlossen werden konnte. Es zeigte 
sich nun in der Tat, da Hamatin in alkalischer Lésung zum Teil vom 
Ultrafilter zuriickgehalten wird [Methodik nach Giemsa (16)|. Die 
Konzentration des Ultrafiltrats war immer nur etwa halb so groB wie 
die der Ausgangslésung. Wenn daraus also auf eine teilweise Aggregation 
der Himatinmolekiile zu schlieBen ist, so ist es nicht iiberraschend, dab 
diese Aggregation durch Kolloide beférdert wird. Zwei Hamatin- 
losungen gleicher Konzentration (in n/l0 NaOH), von denen die 
eine in 100 cem 1] cem menschliches Blutserum enthielt, ergaben im 
Spektralkolorimeter folgende Ablesungen: 


Hamatinlésung ohne Serumzusatz: 17,3 mm (f = 3,62) 
“ mit “ 16,4 ,, (F = 3,37) 


Durch den Serumzusatz wird also die spezifische Extinktion der 
Losung um rund 5% erhéht. Der dann endgiiltige Wert fiir F liegt dem 
‘mpirisch fiir Vollblut gefundenen recht nahe. 
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Es ist also nicht méglich, die Bestimmung des Hédmoglobins ) ac}, 
Uberfiihrung in Hdmatin in alkalischer Lésung auf chemisch rv ines 
Hdmatin (Chlorhimin) als Standard zu beziehen. 

Unter Zugrundelegung eines empirisch ermittelten spezifischey 
Extinktionskoeffizienten (bzw. F-Wertes) liefert dagegen die Methode 
brauchbare Ergebnisse, wie durch die Analysen der Abschnitte B und ( 
belegt wird. In dieser Form erfiillt sie auch den eingangs genannten 
Zweck einer Erfassung des ,,Gesamthimoglobins“. 

Diese Methode ]aBt sich auch sehr gut mit dem Stufenphotomete 
durchfiihren. Man schaltet das Filter S61 vor und gibt den nach der 
obigen Vorschrift erhaltenen Ansatz in einen 10-mm-Trog; die andere 
Seite beschickt man mit Wasser. Man macht einige Ablesungen und 
dann nach Vertauschen beider Trége nochmals die gleiche Anzahl. Der 
Mittelwert liefert die Extinktion (rote Zahlen an den Meftrommeln'), 
Bezeichnen wir diese mit H, so ergibt sich fiir die Konzentration des 
Hamoglobins im Blute (g in 100 cem): 

E 


~ 0,0248 


7. Methodik der Eisenbestimmung im Blute. 


Die groBe Zahl der Veréffentlichungen, die sich mit der Ver. 
besserung der Eisenbestimmung im Blute und der Suche nach neuen 
Prinzipien dafiir befassen, laBt erkennen, daB eine allgemein be. 
friedigende Lésung dieses Problems noch nicht gefunden ist. Wenn es 
sich darum handelt, die Eisenbestimmung fiir die Ermittlung des 
Hamoglobingehalts heranzuziehen, so taucht als weitere Schwierigkeit 
die Frage auf, in welchen Formen und Mengen Eisen auBer als Bestand- 
teil des Haimoglobins sonst noch im Blute vorkommt. 

Hinreichende Klarheit besteht iiber den Eisengehalt des Blut- 
serums (bzw. Plasmas). Mit geringen Ausnahmen sind sich alle Autoren 
dariiber einig, daB im normalen menschlichen Serum rund 0,1 m¢-°, 
Eisen enthalten sind [vgl. Barkan (17)]. Das ergibt fiir Vollblut etwa 
0,05 mg-%, eine Menge, die gegeniiber den 40 bis 60 mg-°%, Hamoglobin- 
eisen praktisch verschwindet. Weit erheblicher fallt dagegen das von 
Barkan (18) eingehend studierte sog. ,,leicht abspaltbare‘‘ Bluteisen 
ins Gewicht, dessen Menge unter normalen Bedingungen zu 1,7 mg-° 
angegeben wird. Die Auffassung, daB dieses Eisen dem Hamoglobin 
entstammt, wird von Barkan (18) entschieden bekimpft. Andererseits 
ist aber zu_beriicksichtigen, daB eine ganze Reihe von Autoren den 
Gesamteisengehalt des Blutes zur Berechnung der Himoglobinkonzen- 
tration heranziehen und so zu richtigen Werten gelangen wollen. [a- 
gegen ziehen Dowden, Cl. McNeill und J.D. Mc Neill (19) von dew 
gefundenen Gesamteisen 1 mg-°% ab und berechnen aus der Differen7 
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das Hamoglobin; die Resultate sollen gut mit den Ergebnissen der 


Gasanalyse tibereinstimmen. Es herrscht also auf diesem Gebiete groBe 


Verwirrung. 

Der eigenen Arbeit wurde das Ziel gesteckt, eine Methode zu 
finden, die in kleinen Blutmengen (1 bis 2 cem) eine méglichst genaue 
Bestimmung des Eisengehalts erméglicht, und dann zu _ priifen, ob 
sich aus den Eisenwerten die Hamoglobinkonzentration ableiten |aBt. 
Diese Bemiihungen haben einen groBen Arbeitsaufwand verursacht, 
weil es groBe Miihe bereitete, die Genauigkeit der Eisenbestimmung im 
Blute auf den angestrebten Grad zu bringen. Auch von Heilmeyer und 
Sundermann (1) wird auf diese Schwierigkeit nachdriicklich hingewiesen. 
Auf die negativen Ergebnisse soll wenigstens mit einigen Worten ein- 
gegangen werden, weil sie die Frucht langwieriger experimenteller 
Bemiihungen sind. 


Es handelte sich also um die Aufgabe, nach vollzogener Veraschung in 
der erhaltenen Lésung Eisenmengen von der GréBenordnung 0,4 bis 1,2 mg 
quantitativ zu erfassen. Dazu schien die Oxrydimetrie geeignete Vorbe- 
dingungen zu bieten, besonders in der Modifikation der von Fontés und 
Thivolle (20) ausgearbeiteten ,,Molybdo-Manganimetrie“. Nach diesem Ver- 
fahren laBt man das Eisen entweder in der Ferrostufe oder als metallisches 
Eisen auf Phosphormolybdansaéure einwirken, wobei durch Reduktion 
kolloides Molybdanblau entsteht. Dieses wird dann mittels stark ver- 
dinnter Permanganatlésung titriert, wobei der Endpunkt durch das Ver- 
schwinden der Blaufairbung gegeben ist. Sehr elegant in der Ausfiihrung 
ist die von denselben Autoren (21) beschriebene Uberfiihrung des Hamo- 
globineisens in die metallische Form: die mit Pikrinséure gefallten Eiweif- 
kérper des Blutes werden auf einem Filter gesammelt und nach Auswaschen 
(zur Entfernung der stérenden Chloride) und Trocknen in einer einfachen 
Spezialapparatur in der Gliihhitze verascht, und dann das Eisenoxyd im 
Wasserstoffstrom reduziert. Nach Erkalten wird der Riickstand in Phosphor- 
molybdanséure gelést. Dabei entfaltet das Eisen die dreifache Reduktions- 
wirkung, als wenn es in der Ferrostufe vorlage. 

Bei eigenen Versuchen erwies es sich aber als schwierig, das durch 
Reduktion entstandene Eisen vollstandig in Lésung zu bringen; es entzogen 
sich immer kleine Partikel der Umsetzung, wahrscheinlich weil sie von 
anderen, schwer léslichen Stoffen eingeschlossen waren. Deshalb wurde 
die Uberfiihrung in die Ferrostufe vorgezogen. Dazu wurde die in ver- 
diinnter Schwefelsaure geléste Asche mit granuliertem, chemisch reinem 
Cadmium in der Siedehitze reduziert. 

Das Verschwinden der Blaufarbung ergibt bei der molybdo-mangani- 
metrischen Titration zwar einen sehr scharf definierten und empfindlichen 
Endpunkt, aber bei Durchfiihrung gréBerer Vergleichsreihen zeigten sich 
doch Schwankungen in den Titrationszahlen, die durch Beobachtungsfehler 
nicht zu erklaren waren, sondern zu der Annahme zwangen, da die Reduk- 
tion nicht immer ganz gleichférmig verlauft. Besser waren die Ergebnisse 
bei Verwendung von Diphenylamin als Indikator [vgl. Kolthoff (22)}. 


Die Versuche mit Reduktionsmethoden (iiber Titanometrie liegen 
keine eigenen Erfahrungen vor) wurden dann aber unterbrochen, weil 
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} 
es gelang, ein zuverlassiges mikrojodometrisches Verfahren auszuarbeit oy) 
Wir geben anschliebend die endgiiltige Vorschrift: 

2 ccm Vollblut (durch Oxalat oder Heparin ungerinnbar gemac|)t 
werden mittels einer Vollpipette (vgl. die Anweisung im Abschnitt < | 
in eine Quarzschale von 8 bis 10 cm Durchmesser abgemessen. Daz) 
gibt man 1 ccm 20°,ige Schwefelsiure (etwa 5n) und verriihrt sj: 
einem Glasstaibchen. Die Reste von koaguliertem EiweiB, die an den 
Stabchen haften bleiben, werden mit der Spritzflasche entfernt. [Dic 
Quarzschale wird dann in einen Trockenschrank von 110. bis 120° 
gestellt. Nach 2 bis 3 Stunden ist die Trocknung beendigt. Nun wird 
die trockene Veraschung vorgenommen, wozu sich am_ besten ein 
elektrischer Muffelofen eignet. Man reguliert die Temperatur aut 
etwa 536°. Die Veraschung ist meist schon nach 2 Stunden beendigt, 
Das Eisen liegt jetzt als Fe,O0, vor. Um dieses in schwefelsaure Lésung 
iiberzufiihren, ist Erhitzen notwendig. Die Asche wird in der Quarz- 
schale mit 5cem 20°%,iger Schwefelsaure verriihrt und unter mehr. 
fachem Nachspiilen mit Wasser in einen 100-cem-Veraschungskolben 
vollstindig iiberfiihrt. Man erhitzt, bis alles Wasser verdampft. ist 
und weiBe Dampfe aufsteigen. Dann ist das Eisenoxyd vollstandig in 
Lésung gegangen. Man hiite sich aber, zu lange zu erhitzen, weil sich 
sonst wasserfreies Ferrisulfat ausscheidet, das schwer wieder in Lésung 
geht. Sollte dieser Fall eintreten, so versetzt man mit etwas Wasser 
und erhitzt nochmals, bis wieder alles gelést ist. 

Nach Erkalten verdiinnt man die schwefelsaure Lésung mit Wasser 
und iiberfiihrt quantitativ unter mehrfachem Nachspiilen in eine Flasche 
mit eingeschliffenem Stopfen von 200 ccm Inhalt. Das Volumen der 
Loésung wird auf etwa 50 ccm erginzt und 1 cem 1 %ige Starkelésung 
zugegeben. Man leitet dann 10 Minuten lang einen schwachen Strom 
von Kohlendioxyd durch die Lésung. Nach dieser Zeit fiigt man 2 g 
Kaliumjodid (chemisch rein) hinzu, wobei man darauf achtet, méglichst 
wenig Luft in die Flasche gelangen zu lassen, verschlieBt mit dem Glas- 
stopfen und l48t nach Umschwenken 20 Minuten lang stehen. Dann 
wird die Titration vorgenommen. 

Man titriert aus einer Mikrobiirette mittels n/100 Thiosulfat mabig 
schnell, bis die Fliissigkeit véllig entfarbt ist und mindestens 3 Minuten 
lang farblos bleibt. Man muB8B gegen Ende der Titration bei guter Be- 
leuchtung gegen einen dunklen Hintergrund beobachten. 

Die Thiosulfatlésung stellt man sich durch Verdiinnen aus n/10 Lésung 
her und ermittelt den Titer mit Hilfe von n/100 Kaliumjodat. Die Be- 
rechnung geschieht auf Grund der Beziehung: 


leem n/100 Thiosulfat = 0,5584 mg Eisen. 
Die Zuverlissigkeit der Methode wurde durch Analysen einer 
Ferrisulfatstandardlésung sichergestellt, die 1 mg Eisen pro ccm enthielt. 
Man stellt sich eine solche Lésung am besten aus Eisenoxyd ,,Kahlbaum* 
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mur Analyse her, von dem man 1,4298 g nach Trocknen abwagt, durch 
Erhitzen mit Schwefelsaure zur Lé6sung bringt und zuletzt mit Wasser 

1000 cem auffillt. Uber die Ergebnisse der Anwendung dieser 
VMethode auf Blut wird in den Abschnitten B und C berichtet. Es ist 
nicht ratsam, von weniger als 2 ccm Blut fiir die beschriebene jodo- 
metrische Eisenbestimmung auszugehen. Deshalb schien es wiinschens- 
wert. auch tiber eine Methode zu verfiigen. die mit weniger Material 
auskommt und die auch in der Handhabung einfacher und damit fiir 
inische Zwecke geeigneter ist. In erster Linie war an ein kolorimetrisches 


k] 
V 


rfahren za denken. 

Die Anzahl der fiir die Bestimmung des Bluteisens angegebenen 
kolorimetrischen Verfahren ist sehr groB, wobei die Rhodanmethoden 
den ersten Platz einnehmen. Wir haben die Anwendung dieses Prinzips 
in verschiedenen Modifikationen sorgfaltig durchgearbeitet, sind aber 
zm dem Ergebnis gekommen, da die Fehlerbreite auch bei gréBter 
Sorgfalt das wiinschenswerte Mai iiberschreitet. Recht empfehlenswert 
ist wegen ihrer Einfachheit die Methode von Wong (23), bei der die 
Veraschung umgangen wird. Zur Kontrolle einfacher Hamoglobino- 
meter fiir den klinischen Gebrauch kann man sich dieser Methode mit 
Vorteil bedienen. 

In der Bildung der violettroten Farbung, die Ferrisalze zusammen 
mit Thioglykolsiure auf Zusatz von Ammoniak ergeben, wurde ein 
Prinzip gefunden, auf dem sich eine geniigend genaue und doch ein- 
fache kolorimetrische Methode der Eisenbestimmung aufbauen lief. 
Fiir diesen Zweck ist dasselbe Prinzip bereits von Hanzal (24) sowie 
Burmester (25) verwendet worden, aber es fehite bisher an einer sorg- 
filtigen Priifung der besonderen Bedingungen dieser Farbreaktion. 

Die mit standardisierten Ferrisulfatlésungen durchgefiihrten Ver- 
suche erstreckten sich auf die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes, den 
Zeitfaktor und auf den Einflu8 der Konzentration der Reagenzien. 
(Der von Burmester empfohlene Zusatz von Natriumsulfit ist unvorteil- 
haft, weil dann die endgiiltige Farbstirke von dem Volumen abhangig 
ist, das vor Zusatz des Ammoniaks vorhanden war.) In einen 250-ccm- 
MeBkolben wurde ein bestimmtes Volumen der Ferrisulfatstandard- 
lésung abpipettiert, mit Wasser auf etwa 200 cem gebracht und 1 ccm 
Thioglykolsaure zugegeben. Nach Umschwenken wurden 10 ccm 
10% iges Ammoniak zugefiigt, mit Wasser zur Marke aufgefillt und 
gut durchgemischt. Dann wurden im Spektralkolorimeter (Einstellung 
des Monochromators auf 530 mu) zu verschiedenen Zeiten Ablesungen 
vorgenommen (die Zeiten vom Zufiigen des Ammoniaks an gerechnet). 
In zwei Versuchen ergaben sich z. B. folgende Schichtdicken: 

Nach 5 10 15 20 30 60 Minuten 


17,4 17,9 — 18,5 18,3 — mm 
17,4 — 18,4 — 19,0 19,4 ,, 
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Es zeigt sich also ein allmahliches Abblassen der Farbung, «as 
auch nach Verlauf einer Stunde noch andauert. Als geeigneter Zeit punkt 
fiir die Vornahme der Messung wurde 10 Minuten nach Ammoniakzusut- 
gewahlt. Allerdings muB man sich méglichst genau an diese Zeit halten 
und die Messung rasch durchfiibren, wenn man gut iibereinstimmende 
Ergebnisse erhalten will. Beim Arbeiten mit dem Spektralkolorimeter 
macht man zuerst die Ablesungen bei rotierendem Sektor (vier geniigen) 
und ermittelt dann den ,,Basiswert**. 

Weitere Versuche wurden angestellt, um die Giiltigkeit des Bev. 
schen Gesetzes zu priifen. Die Ansatze wurden in 200-ccm-MeBkolben 
durchgefiihrt und dementsprechend die Reagenzienmengen reduziert 
Die Ablesung nach 10 Minuten ergab (Doppelversuche): 


1,0 1,5 2,0 mg Fe 
: 28,3 18,9 14,1 mm 
II: 28,25 18,95 1. 4, 


Das Beersche Gesetz ist also gut erfiillt. Um die Anzahl Milli. 
gramme Eisen zu erhalten, hat man der Berechnung den Wert F = 28,3 
zugrunde zu legen. 

Um das Eisen im Blute nach dieser Methode zu bestimmen, wurden 
Proben von je 1 ccm angewandt. Die Veraschung erfolgte auf trockenem 
Wege in derselben Weise wie beschrieben; nur wurde das Blut mit 
0,5 cem 20°%,iger Schwefelsiure verrieben (anstatt mit 1 ccm). Sonst 
wurde genau so wie bei der jodometrischen Eisenbestimmung verfahren. 
Die verdiinnte Veraschungsfliissigkeit wurde quantitativ in einen 
50-cem-MeBkolben iibergefiihrt. 

Die Veraschung kann auch auf feuchtem Wege vorgenommen 
werden. Man mibt 1 cem Blut in einen Veraschungskolben ab, verdiinnt 
mit Wasser und fiigt 2 cem konzentrierte Schwefelséure hinzu. Es wird 
erhitzt, bis weiBe Dampfe aufsteigen. Die Veraschung wird dann be- 
schleunigt durch mehrfachen Zusatz kleiner Mengen (1 bis 2 ccm) 
reinen Perhydrols, wobei man jedesmal vorher abkiihlen laBt. Wenn 
schlieBlich die Fliissigkeit véllig klar geworden ist, verdiinnt man mit 
Wasser und kocht nochmals kurz auf. 

Die schwefelsaure Lésung im 50-cem-MeBkolben wird bis zu etwa 
drei Viertel des Inhalts mit Wasser verdiinnt und 0,2 cem Thioglykol- 
siure zugegeben. Man fiigt 6cem Ammoniak unter Umschwenken 
hinzu und liest die Uhr ab. Sofort anschlieBend wird mit Wasser zur 
Marke aufgefiillt und gut durchgemischt. Wenn die Veraschung auf 
nassem Wege vorgenommen wurde, muB mehr Ammoniak zugefiizt 
werden; man neutralisiert damit annahernd, kiihlt unter der Wasser- 
leitung ab und gibt dann noch weitere 2 cem Ammoniak hinzu. 

Nach 10 Minuten wird die Ablesung im Spektralkolorimeter vor- 
genommen. Fiir die vom Verfasser benutzte Apparatur ergab sich die 
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Berechnung auf Grund der angefiihrten Bestimmungen an _ reinen 
Lésungen nach der Formel: 


708 
é= i mg-°, Eisen (kh = Mittelwert der Schichthéhe). 
’ 


Auch diese Methode wurde fiir das Stufenphotometer ausgearbeitet. 
Man gibt die gefarbte Lésung in einen 1-cm-Trog und schaltet auf der 
anderen Seite destilliertes Wasser vor. Unter Benutzung des Filters 8 53 
werden nach 10 Minuten zwei Ablesungen gemacht, rasch die Trége aus- 
gewechselt und nochmals zwei Messungen ausgefiihrt. Wenn wir den 
gefundenen Mittelwert der Extinktion mit # bezeichnen, so erhalten 
wir den Eisengehalt des Blutes in mg-°/, nach der Formel: 

E 
© = 0,0145 © 
Die beiden Halften des Gesichtsfeldes zeigen nicht genau die gleiche 
Firbung. Das macht sich bei Vornahme der Ablesungen etwas stérend 
bemerkbar. Trotzdem ergab sich fiir Eisensalzlésungen verschiedener 
Konzentration mit hinreichender Genauigkeit derselbe Wert des 
Extinktionskoeffizienten. Falls der Eisengehalt des Blutes besonders 
gering ist, benutzt man besser 2 cm-Trége. 


Die gute Ubereinstimmung der nach den beiden beschriebenen 
Methoden erhaltenen Werte fiir das Bluteisen zeigen die folgenden, mit 
der gleichen Blutprobe gewonnenen Ergebnisse: 


Jodometrisch: 57,0 mg-°, ; 58,0 mg-°,. Mittelwert 57,5 mg-°,. Kolori- 
metrisch: 57,1 mg-%; 57,6 mg-°,; 58,0 mg-°,. Mittelwert 57,6 mg-°%. 


B. Prdzisionsanalysen zur Ermittlung der Konstanten fiir die Hamoglobin- 
bestimmung im Blute. 

In den vorangehenden Abschnitten wurde wiederholt die Not- 
wendigkeit betont, verschiedene der untersuchten Methoden zu ,,stan- 
dardisieren‘‘, d. h. die erforderlichen Konstanten zu bestimmen, welche 
die Errechnung des wahren Himoglobingehalts aus den Analysen- 
resultaten erméglichen. Diese Notwendigkeit ergab sich zum Teil daraus, 
daB sich die theoretischen Grundlagen fiir die Berechnung als irrtiimlich 
erwiesen ; so bei der Spektralphotometrie und der Bestimmung des Blut- 
farbstoffs nach Uberfiihrung in Hamatin. Oder es muBte, wie im Falle 
der Eisenbestimmung, iiberhaupt erst erwiesen werden, ob die be- 
treffende Methode eine geeignete Grundlage fiir die gestellte Auf- 
gabe zu bieten vermag. 

Um iiber diese Fragen Klarheit zu gewinnen, wurden von fiinf 
gesunden Mannern gréBere Blutproben gewonnen und einer ver- 
gleichenden Untersuchung unterzogen. Um ein héchstes Ma von 
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Sicherheit zu gewinnen, wurden nach jeder Methode, mit Ausnahme der 
Spektralphotometrie, mehrere Bestimmungen ausgefiihrt und die 
Mittelwerte gebildet. Vergleichsweise wurde auch jedesmal die Be- 
stimmung als reduziertes Haimoglobin vorgenommen, obwohl die Zuver- 
lissigkeit dieser Methode schon anderweitig sichergestellt worden war. 

AuBerdem wurden nach dem im Abschnitt Al beschriebenen 
Verfahren zwei gereinigte Lésungen von Menschenhaimoglobin her- 
gestellt und ebenfalls untersucht. In der Tabelle III sind die Blut- 
proben mit I bis V, die Hamoglobinlésungen mit A und B bezeichnet, 
Lésung A wurde wegen Materialmangels nicht gasanalytisch untersucht, 
Lésung B nach van Slyke und Hiller (CO-Bindung). 

Die Eisenbestimmungen wurden in allen Fallen nach der kolori- 
metrischen Methode durchgefiihrt, nur in der Blutprobe V jodometrisch. 

Mit £,,. werden die ungerechneten Extinktionskoeffizienten fiir 
eine Blutverdiinnung 1: 100 bezeichnet. In der Rubrik ,,Hamatin- 
bestimmung‘‘ sind die im Spektralkolorimeter ermittelten Schichthéhen 
in mm angefiihrt. 

Erléuterungen zur Tabelle III. Aus dem Mittelwert des Gasbindungs- 
vermégens wurde der Hamoglobingehalt berechnet auf Grund der Relation, 
daB 1g Hamoglobin 1,333 cem Sauerstoff bzw. Kohlenoxyd zu binden 
vermag (dieser Wert darf auf Grund neuerer Untersuchungen als der wahr- 
scheinlichste angesehen werden). Aus dem Mittelwert fiir den Eisengehalt 
wurde das Hamoglobin durch Multiplikation mit 300 erhalten. Auch dieser 
Faktor diirfte dem derzeitigen Stande unserer Kenntnisse am besten ent- 
sprechen. Diese beiden Zahlen fiir Hamoglobin sind in der Spalte 4 auf- 
gefiihrt und darunter der Mittelwert aus beiden. In der Spalte 9 findet sich 
zunichst die Angabe, wieviel ccm Sauerstoff (bzw. Kohlenoxyd) auf 1 g 
Eisen auf Grund der Analysenergebnisse kommen. AnschlieBend findet sich 
der Wert des Absorptionsverhialtnisses fiir das IT. O,Hb-Maximum an- 
gegeben, und zwar berechnet auf Grund des Mittelwertes fiir Hamoglobin 
(Spalte 4) und des gemessenen Extinktionskoeffizienten. SchlieBlich ist 
unter ,,Ht‘‘ die Zahl aufgefiihrt, die man erhalt, wenn man die Hamoglobin- 
konzentration multipliziert mit dem Mittelwert der Schichthéhe (in mm), 
die sich bei der Hamatinbestimmung ergibt. 


Ergebnisse der Prazisionsanalysen. 

Die Zuverlassigkeit der Gasanalyse fiir die Bestimmung des Himo- 
globins ist unbestritten, solange keine Anhaltspunkte fiir das Vor- 
handensein inaktiver Blutfarbstoffderivate vorliegen. Die Analysen- 
ergebnisse bestatigen die groBe Genauigkeit der van Slyke schen Methodik, 
wenn diese auch im vorliegenden Falle nicht ganz so grob war, wie 
sie vom Autor selbst angegeben wird (26). Die Fehlerbreite des Ver- 
fahrens von Sendroy ist etwas gréBer als die der Kohlenoxydmethode 
(vgl. auch Tabelle I). 

Die Ergebnisse der Hisenbestimmungen unterscheiden sich sehr 
wenig von denjenigen, die theoretisch gefordert werden unter der 
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Annahme des Verhaltnisses von einem Atom Eisen auf ein Moleij! 
Sauerstoff bei vollstandiger Sattigung. Die Quotienten liegen zwise)e 
397 und 402 mit dem Mittelwert 399. Dieser Wert weicht um 2, d. } 
um 0,5% vom theoretischen (401) zugunsten des Eisens ab. Diese 
Differenz steht sehr gut in Einklang mit den fiir das Blutserum von 
den meisten Autoren angegebenen Werten. Dagegen ist fiir eine weiter 
Eisenfraktion, die nicht dem Hédmoglobin angehért und von der von 
Barkan fiir das ,,leicht abspaltbare“ Bluteisen mitgeteilten GréBenordnung 
sein soll, kein Raum. 

Diese Feststellungen, im Verein mit der befriedigenden Genauigkeit 
der Eisenbestimmung (kolorimetrisch oder jodometrisch) berechtigen 
uns dazu, auf Grund des gefundenen Eisengehalts im normalen Blute 
die Hamoglobinkonzentration zu berechnen. Fiir das normale Serum- 
eisen kann man eine Korrektur anbringen; doch liegt diese im all- 
gemeinen innerhalb der Fehlergrenzen. 


Die spektralkolorimetrische Bestimmung als reduziertes Hamoglobin 
zeigte mit den Werten aus der Gasanalyse und Eisenbestimmung gute 
Ubereinstimmung; nur fiir die Hamoglobinlésung B ist die Abweichung 
etwas gréBer. 


Die spektralphotometrische Untersuchung ergab in allen Fallen 
Hiifnersche Quotienten, die im Bereich der Norm liegen. Der ziemlich 
niedrige Quotient der Probe III hat bemerkenswerterweise denselben 
Wert wie in einer anderen, mehrere Monate friiher entnommenen Probe 
des gleichen gesunden Mannes (Tabelle II, Nr. 6). Die Quotienten 
sind fiir die gereinigten Hamoglobinlésungen nicht héher als fiir die 
Blutproben; die Kleinheit des Materials 1a8t aber keine weitergehenden 
Schliisse zu. 

Die Absorptionsverhdltnisse fiir das II. Maximum des Oxyhimo- 
globins zeigen nur eine geringe Streuung, besonders wenn man allein 
die Blutproben I bis V ins Auge faBt. Fiir diese ergibt sich als Mittel- 
wert 0,00117, eine Zahl, die in guter Ubereinstimmung mit neueren 
Untersuchungen anderer Autoren steht [vgl. Heilmeyer (10), S. 65). 
Es ist also berechtigt, diese Zahl als endgiiltigen Faktor fiir die spektral- 
photometrische Hamoglobinbestimmung zu betrachten, falls man nicht 
prinzipiell andere Wege gehen will, wie etwa durch Anwendung mono- 
chromatischen Lichtes [Heilmeyer und Sundermann (1)}. 


Das fiir Oxyhimoglobin in gereinigten Lésungen gefundene Ab- 
sorptionsverhaltnis (0,001 14) weicht etwas von dem Mittelwert fiir Blut 
ab. Die Differenz ist aber erheblich geringer als sie die von Heilmey' 
und Sundermann fiir reines Oxyhamoglobin beobachteten Extremwerte 
allein schon zeigen. Noch auffallender sind die absoluten Unterschiede. 
Unsere Zahl ist um 7°, kleiner als die von den genannten Autoren 
gefundene (0.001228). Der Wert fiir das Absorptionsverhaltnis +s 
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[|. Maximum reinen Menschenoxyhdmoglobins ist also noch nicht genau 
genug ermittelt, 

Bei der Bestimmung des Haimoglobins als Hdmatin in alkalischer 
Losung gingen wir von 1-cem-Proben aus. Die endgiiltige Verdiinnung 
war 1: 100, nur im Falle der Himoglobinlésungen 1 : 50. Die in Spalte 9 
als , Ht‘ angefiihrte Zahl hat fiir die fiinf Blutproben den Mittelwert 330. 
Die Schwankungsbreite betragt nur wenig mehr als 1°. Auch die 
Ergebnisse der Einzelanalysen (Spalte 8) zeigen eine sehr geringe 
Streuung. Wir haben es also mit einer recht genauen Methode zu tun. 
Die Zahl ,,330° hat natiirlich nur fiir die eigene Apparatur Bedeutung 
(entsprechend der Extinktion des benutzten Sektors). Als allgemein 
anwendbar verweisen wir auf die Vorschrift fiir das Stufenphotometer 
(vgl. Abschnitt A 6). 

Dagegen erhalten wir fiir Hamoglobinlésungen als Mittelwert die 
Zahl 345. Nehmen wir noch die fiir reines Himatin (bzw. Chlorhamin) 
vefundene Zahl hinzu, so liegt diese noch héher, und zwar: 358 (vgl. 
Abschnitt A 6; die dort berechneten ,,F*‘-Werte miissen mit 100 multi- 
pliziert werden, weil sie auf absolute Mengen bezogen sind). Es findet 
sich ein gradueller Ubergang von reinem Hamatin iiber reines Hamo- 
globin bis zum Vollblut. Diese Tatsache bekraftigt die Vermutung, daB 
dem EiweiB ein erheblicher EinfluB auf die Farbstarke des alkalischen 
Hamatins zuzuschreiben ist. 


C. Vergleichende Untersuchungen an Vollblutproben. 


Um die praktische Brauchbarkeit der verschiedenen § durch- 
gearbeiteten Methoden zur Haimoglobinbestimmung im Blute zu er- 
mitteln und den Grad ihrer Ubereinstimmung festzustellen, wurden 
25 Vollblutproben untersucht. Mit Riicksicht auf die Menge des zur 
Verfiigung stehenden Materials war es nicht méglich, bei allen Blut- 
proben sdmtliche fiinf Methoden auszufiihren. Fiir die Eisen- und 
Haimatinbestimmung waren iiberdies die systematischen Vorarbeiten 
noch nicht abgeschlossen, als die ersten Proben untersucht wurden. 
Trotzdem erméglicht aber das vorliegende Material ein zuverlassiges 
Urteil dariiber, wie die einzelnen Methoden sich im routinemabigen 
Gebrauch bewahren. 

Die Blutproben stammten meist von gesunden Mannern oder Rekon- 
valeszenten. In den Fallen Nr. 8 und 9 handelt es sich um Anamien bei 
Malaria tropica. 

Erléuterungen zur Tabelle IV. Fiir die Gasanalysen und Eisenbestim- 
mungen sind die Einzelwerte aufgefiihrt und dann die aus dem Mittelwert 
berechnete Hamoglobinkonzentration. In der Spalte  ,,Spektralphoto- 
metrie‘‘ sind nur die Werte fiir den Hiifnerschen Quotienten (HQ.) und die 
aus der Extinktion im II. Maximum (541,6 mu) berechnete Himoglobin- 
konzentration angegeben. Es wurde aber auch immer (auf er bei den Pro- 
ben 2 und 5) die Extinktion im I. Maximum (576,4 mu) gemessen und der 
entsprechende Quotient bestimmt. Dieser zeigte eine etwas gréBere Streuung 
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Tabelle IV. 





Sauerstoff- 


bindung 


Vol.-%o 


22,28 
21,05 
21,14 
21,54 
21,62 
18,26 
18,22 
18,22 
18,04 
21,92 
21,91 
21,95 
24,00 
24,20 

9,67 

9,80 


14,59 — 


14,49 
18,81 
19,24 
18,37 
19,27 
19,29 
18,98 
18,82 
22,36 
22,34 
22,22 
21,93 
17,32 
17,36 
19,81 
19,61 
17,39 
17,47 
22,81 
22,40 
19,75 
20,03 


Hb 
16,7 
15,8 
16,2 


13,7 


Bestim- Spektral- 
mung photometrie 
als reduz. 
nee mmm St eae 
mg-9/> Hb bin HQ. Hb 


Eisen 


1,67 16,5 


1,65 


1,65 

1,66 

1,67 

1,65 
48,1 1,65 
46,6 

1,66 


17.9 ¢ 1,64 


16,9 | . 1,64 


1,67 


Himatin- 
Bestim- 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





Sauerstoff- Eisen Bestim- Spektral- H&matin- : 
bindung mung photometrie Bestim- | Mittel- 


als reduz. , 
aot mung wert 


PE DER oe ama Hb 
bi 
Hb in HQ. Hb 0/,-Hb 


Vol.-%9 Hb mg-° o | 
| 


1,65 16,6 16,5 16,6 
50,5 | 1,66 14,5 14,4 14,5 
46,7 
52,8 1,64 16,1 16,6 16,2 
52,8 
51,7 f - 1,63 15,6 16,0 
52, 
23,85 17,8 | 59,0 - 7! 18,1 
23,69 60,5 


als der HQ. Die Bestimmung als alkalisches Hamatin geschah meist in 
Form von Doppelanalysen, deren Werte immer eng beieinander lagen. 
In der Tabelle sind nur die daraus berechneten Himoglobinkonzentrationen 
verzeichnet. 

Ergebnisse der vergleichenden Untersuchungen. 

Unter den 25 Proben der Tabelle zeigen zwei gréBere Unstimmig- 
keiten. Nr.3 zeigt erhebliche Differenzen zwischen den Werten der 
drei angewandten Methoden. Es handelte sich um das Blut eines 
gesunden Mannes, der ziemlich viel raucht (Zigaretten) und auberdem 
angab, daB er sich am Tage vorher einige Zeit in einem Raume auf- 
gehalten hatte, in dem ein Gashahn offenstand; Vergiftungserschei- 
nungen waren aber nicht aufgetreten. Die Anwesenheit von Kohlen- 
oxyd im Blute wird wahrscheinlich gemacht durch den besonders 
niedrigen Wert fiir die Sauerstoffbindung, besonders aber gestiitzt 
durch die geringe Héhe des Quotienten Max. I/Min., fiir den 1,65 ge- 
funden wurde. Nach Heilmeyer (10) laBt sich aus der GréBe der Ab- 
weichung dieses Quotienten vom normalen Wert der Kohlenoxydgehalt 
des Blutes schatzen. 

In der Probe Nr. 6 ist ebenfalls das Ergebnis der Gasanalyse er- 
heblich niedriger als die Werte der anderen Bestimmungen. Eine 
sichere Erklarung lieB sich dafiir nicht finden. Vielleicht liegt ein 
methodischer Fehler vor; denn zu der Zeit, als diese Analysen aus- 
gefiihrt wurden, lieB éfters die Wirksamkeit der Absorptionsfliissigkeit 
fiir Sauerstoff zu wiinschen iibrig (vgl. Abschnitt A 2). 

Von diesen Ausnahmen abgesehen zeigen die Analysen eine be- 
friedigende Ubereinstimmung. Nur selten weicht ein Ergebnis um mehr 
als 2° vom Mittelwert ab. Auffallende Unterschiede in der Zuver- 
lassigkeit der angewandten Methoden sind auch nicht erkennbar. 
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Fur die kolorimetrische Eisenbestimmung ergibt sich allerdings die 
Forderung, méglichst immer Doppelanalysen auszufiihren, um die 
Streuung nicht zu groB werden zu lassen. 

Bildet man aus allen Werten fiir den Hiifnerschen Quotienten den 
Mittelwert, so ergibt sich 1,655. Mit einer einzigen Ausnahme lieven 
simtliche Werte zwischen 1,64 und 1,67. Diese geringe Streuung ist 
ein Beweis fiir die Genauigkeit der Messungen und biirgt auch fiir die 
Zuverlassigkeit des Mittelwertes. 

Im besonderen sind die Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe auch 
ein Beweis dafiir, das die empirisch ermittelten Konstanten fiir die 
spektralphotometrische Bestimmung und die Hamatinmethode richtig 
sind. Um dies exakt zu priifen, wurden von allen Fallen, in denen diese 
Methoden angewandt wurden, die Mittelwerte gebildet und mit den 
Mittelwerten verglichen, die sich aus den anderen Methoden ergeben, 
die in den gleichen Fallen zur Ausfiihrung kamen. Die Befunde der 
Proben 3 und 6 wurden aus den oben mitgeteilten Griinden fortgelassen, 
fiir Hamatin auch der Wert fiir die Probe 4, weil es sich hier um einen 
ersten Vorversuch handelt, als die Methode in ihren Einzelheiten noch 
nicht festgelegt war. Die Berechnung ergibt: 





Spektral- Hamatin- 
photometrie methode 


Mittelwert fiir die betreffende Methode 14,83 14,97 
” » »» anderen Methoden 14,83 14,83 


Fiir die Spektralphotometrie ist die Ubereinstimmung vollstandig: 
d. h. die Richtigkeit des Absorptionsverhaltnisses A,4; ¢ = 0,00117 
wird hierdurch erneut bestatigt. Fiir die Himatinmethode ergeben sich 
im Mittel um 1°%, zu hohe Werte. Es ware danach also richtiger, der 
Berechnung den Wert ,,Ht* = 327 (anstatt 330) zugrunde zu legen. 
Wie ein Blick auf die Tabelle III zeigt, liegt diese Zahl noch innerhalb 
der Schwankungsbreite, die sich bei den Prazisionsanalysen ergeben hat. 


Zusammenfassung. 

1. Durch Kombination eines Kolorimeters vom Duboscq-Typ mit 
einem Monochromator und Benutzung eines rotierenden Sektors als 
lichtschwachender Vorrichtung wurde eine Apparatur geschaffen, die selir 
genaue kolorimetrische Bestimmungen ohne Vergleichslésung gestattet. 

2. Die spektralkolorimetrische Bestimmung des Hamoglobins als 
reduziertes Hamoglobin ist ein zuverlissiges Verfahren, das gute Uber- 
einstimmung mit den Ergebnissen der Gasanalyse zeigt. 

3. Fiir den Hiifnerschen Quotienten wurde in zwei Versuchsreihen 
als Mittelwert 1,649 bzw. 1,655 gefunden. 

4. Die spektralphotometrische Bestimmung des Oxyhamoglobins 
liBt sich nicht auf die an reinem O,Hb gefundenen Konstanten beziehen 
Auf empirischem Wege wurde fiir das Absorptionsverhaltnis im zweiten 
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Maximum (541,6 my) der Wert 0,00117 gefunden. Mit Hilfe dieser 
Zahl ergeben sich zuverlassige Werte fiir die Hamoglobinkonzentration. 

5. Die Bestimmung des Hamoglobins nach Umwandlung in Hamatin 
durch Salzsdure geschieht vorteilhaft in alkalischer Lésung. Die spektral- 
kolorimetrische Ausfiihrung dieser Methode liefert genaue Ergebnisse. 


Auf reines Haimatin (bzw. Chlorhamin) ]aBt sich das Verfahren nicht 
beziehen. Auch in alkalischer Lésung sind die anwesenden Kolloide 
von KinfluB auf die Farbstarke des Himatins. 

6. Fiir die Eisenbestimmung im Blute werden ein jodometrisches 
und ein kolorimetrisches Verfahren beschrieben, die bei mabigem 
Materialbedarf (1 bis 2 cem) gute Ergebnisse liefern. 

7. Auf Grund des Eisengehalts laBt sich der Hamoglobingehalt 
normalen Blutes mit hinreichender Genauigkeit errechnen. Fiir eine 
Kisenfraktion von der GréBenordnung, wie sie Barkan fiir das ,,leicht 
abspaltbare’* Bluteisen angibt, lassen die hier mitgeteilten Unter- 
suchungen keinen Raum. 

8. Vergleichende Untersuchungen an 25 Vollblutproben zeigten 
fiir die verschiedenen in dieser Arbeit durchgepriiften Methoden der 
Himoglobinbestimmung gute Ubereinstimmung. 


Der ,,Vereinigung der Freunde des Hamburgischen Tropeninstituts* 
spreche ich meinen ganz besonderen Dank aus fiir die Beschaffung wert- 
voller Apparate, die fiir die Durchfiihrung der vorstehenden Untersuchungen 
benétigt wurden. 

Literatur. 

1) L. Heilmeyer u. A. Sundermann, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 178, 
397, 1936. — 2) J. Marshall u. W. H. Welker, J. Amer. Chem. Soc. 35, 820, 
1913. — 3) L. F. Fieser, zit. bei D. D. van Slyke, J. of biol. Chem. 73, 121, 
1927. — 4) D. D. van Slyke u. A. Hiller, ebenda 78, 807, 1928. — 5) J. Sen- 
droy jr., ebenda 91, 307, 1931. — 6) W. Weise, Uber die maBgebenden 
Faktoren bei kolorimetrischen Bestimmungen. Inaug-.Diss. Jena 1922. — 
7) K. Biirker, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 208, 274, 1924. — 8) P. Hari, 
diese Zeitschr. 82, 229, 1917. —- 9) D. Charnass, Handb. d. biolog. Arbeits- 
methoden, Abt. IV, Teil 4, S. 1151, 1927. — 10) L. Heilmeyer, Medizinische 
Spektrophotometrie. Jena 1933. — 11) P. Martini, Deutsch. Arch. f. klin. 
Med. 170, 72, 1931. — 12) Fr. Hoffmann, Zeitschr. f. Phys. 37, 60, 1926. 
13) G. Barkan u. J. Olesk, Klin. Wochenschr. 1936, S. 454; diese Zeitschr. 
289, 251, 1937. — 14) H. Wu, J. of Biochem. 2, 173, 1922 (Ref.: Ronas Ber. 
20, 448). —- 15) M. Nencki u. N. Sieber, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 17, 
2267, 1884. — 16) G. Giemsa, diese Zeitschr. 182, 488, 1922. — 17) G. Barkan, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 1, 1933. — 18) Derselbe, Forschungen u. 
Fortschritte 10, 114, 1934. — 19) OC. W. Dowden, Cl. McNeill u. J. D. 
McNeill, J. Labor. a. Clin. Med. 19, 362, 1934 (Ref.: Ronas Ber. 78, 421). — 
20) G. Fontes u. L. Thivolle, Bull. Soe. Chim. Fr. 38, 385, 844, 1923. — 
21) Dieselben, C. r. Soc. Biol. 88, 752, 1923. — 22) J. M. Kolthoff, Die MaB- 
analyse, 2. Teil, S. 262, Berlin 1928. — 23) S. Y. Wong, J. of biol. Chem. 
77, 409, 1928. — 24) R. F. Hanzal, Proc. Soc. Exper. Biol. 30, 846, 1933 
(Ref.: Ronas Ber. 75, 404). —- 25) B. R. Burmester, J. of biol. Chem. 105, 
189, 1934. —- 26) J. P. Peters u. D. D. van Slyke, Quantitative Clinical 
Chemistry. II. Methods. Pg. 664. Baltimore 1932. 





Der Einflu6B des Sauerstoffdrucks auf den Zellstoffweehse 
und der Mechanismus der Blausiurewirkung. 
Von 
C. Sehlayer. 
(Aus der Medizinischen Klinik und dem Physiologischen Institut der Du! 
Universitat, Durham, North Carolina, USA.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1937.) 


Versuche von W. Kempner! an isolierten Zellen (Blutzellen wad 
Bakterien) haben ergeben, dafB ein ,,Alles oder Nichts-Gesetz’’ de) 
Zellatmung, wie es von O. Warburg? angenommen wurde, nicht besteht, 
sondern im Gegenteil die Gréfe der Atmung ungeschadigter kern- 
haltiger Zellen unter physiologischen Bedingungen weitgehend von Ver- 
ainderungen des Sauerstoffdruckes abhangt: Bei einem Sauerstoffdruck 
von 3,3 Vol.-%, z. B. war die Atmung von Ganseerythroblasten, ver- 
glichen mit der Atmung in Luft, um 60°, gehemmt. 


Trotz der starken Atmungshemmung zeigte sich bei dem gleichen 
Sauerstoffdruck von 3,3 Vol.-°%% nicht die geringste Vermehrung der 
Milchsaurebildung. Diese trat erst bei wesentlich geringeren Sauerstoff- 
drucken auf. Die Pasteursche Reaktion, das Verschwinden der Milch- 
siuregarung in Gegenwart von Sauerstoff, beruht hiernach also nicht 
auf einer Wirkung der Atmung*, sondern auf einer unmittelbaren 
Wirkung des Sauerstoffs auf die Garung. 


Die vorliegende Arbeit geht von Kempners Versuchen iiber die 
Abhangigkeit der Atmung und Garung vom -Sauerstoffdruck aus und 
beschaftigt sich mit dem Mechanismus der Blausiurewirkung auf den 
Zellstoffwechsel. Nach Warburg beruht die Wirkung der Blausiure 
auf ihrer Fahigkeit, mit dem Eisen des Atmungsferments zu reagieren. 
Die Atmung wird gehemmt, indem die Blausiure die Bindung des 
Sauerstoffmolekiils an den Atmungskatalysator verhindert. Atmung 
“und Garung seien miteinander gekoppelt, und zwar sei 1 Molekiil ver- 
atmeten Sauerstoffs imstande, 1 bis 2 Molekiile Milchsiure zum Ver- 
schwinden zu bringen (,,Meyerhof- Quotient‘). Die durch HCN ge- 


1 W. Kempner, Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med. 35, 148, 1936; Derselbe, 
J. Cellul. a. Comp. Physiol. 10, 2/3, 1937. — ?O. Warburg, Ergebn. d. Physiol. 
14, 253, 1914; O. Warburg u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 214, 5, 1929; 
G. Leiner, ebenda 276, 186, 1935. — *O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, 
Berlin 1926; Derselbe, Katalytische Wirkungen, Berlin 1928; O. Meyerho/, 
Chemische Vorgénge im Muskel, Berlin 1930. — 4O. Warburg, Katalytische 
Wirkungen, Berlin 1928. 
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heumte Atmung sei im Verhaltnis zur anaeroben Milchsaurebildung 
zu klein, die Glykolyse in Sauerstoff steige deshalb bis zur GréBe der 


anaeroben Glykolyse an. 

Ich habe die Wirkung verschiedener Blausiurekonzentrationen 
uf den Stoffwechsel von Ganseerythroblasten untersucht und mit der 
Wirkung niedriger Sauerstoffdrucke auf die gleichen Blutsuspensionen 
verglichen. Bei jeder Blausiurekonzentration, sofern sie eine Hemmung 
der Atmung verursachte, fand ich eine vermehrte Milchsiurebildung. 
Dagegen konnte ich durch niedrigen Sauerstoffdruck starke Atmungs- 
hemmungen erzeugen, ohne da eine vermehrte Milchsdurebildung 
auftrat. Wurden Sauerstoffdruck und Blausiurekonzentration so 
vewahlt, daB in beiden Fallen die Atmung ungeféhr um den gleichen 
Betrag gehemmt war (z. B. in 5.10°4 mol. Blausiure um 62°), bei 
6,1 Vol.-°, Sauerstoff um 70°), so stieg die aerobe Glykolyse in Blau- 
siure von 0 der blausdurefreien Kontrolle auf 71°, der maximalen 
Glykolyse unter anaeroben Bedingungen, wahrend bei niedrigem 
Sauerstoffdruck, trotz sogar gréBerer Atmungshemmung, sich keine 
Milchsdurebildung zeigte. 


Tabelle I. Atmung und Milchséurebildung von 100 mg (Trocken- 
gewicht) Ganseblutkérperchen bei niedrigem Sauerstoffdruck 
und in Blausaéure. 37,8°C. 





; Atmung Milchs&ure- Hemmung der 0 0 der 
Vol.-9/g Oo mol. HCN pro Std. giirung maximalen maximalen 
in emm pro Std. inemm Atmung in 9/9 Garung 


19,¢ 179,0 0 0 0 
19,3 68,3 61,7 62 71 
6,1 53,0 0 70 0 
0 0 86,8 100 100 


Wenn in beiden Fallen, sowohl in Blausaure als auch bei niedrigem 
Sauerstoffdruck, eine starke Atmungshemmung gefunden wird, aber nur 
in einem Falle, in Blausdure, eine vermehrte Milchsaéuregirung, so 
scheint mir dadurch bewiesen, daB das Auftreten der Milchsaiuregérung 
in Blausdure nicht bedingt ist durch die Atmungshemmung als solche, 
sondern durch eine unmittelbare Wirkung der Blausdure auf dic 
Garung. 


Nehmen wir an, da die Garung unter aeroben Bedingungen ge- 
hemmt wird durch eine Reaktion des Garungsferments mit Sauerstoff, 
so wiirde die Wirkung der Blausaure auf den Zellstoffwechsel darauf 
beruhen, daB durch sie nicht nur die Bindung des Sauerstoffs an den 
Atmungskatalysator verhindert wird, sondern in gleicher Weise die 
Bindung des Sauerstoffs an den Garungskatalysator. 
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Entsprechend ware auch die Wirkung des Blausaureathylesters ind 
des Kohlenoxyds auf das Verhaltnis von Atmung und Garung in zh). 
reichen Kérperzellen und Bakterien! zu deuten. Kohlenoxyd wiirde. 
ahnlich wie Blausaure, durch Verdrangung des Sauerstoffs sowohl vom 
Atmungsferment wie vom Garungsferment wirken, Blausaureat|y). 
ester, indem er lediglich mit dem Garungsferment reagiert. 


Atmung und Glykolyse sind keine direkt gekoppelten Reaktionen 
und verlaufen nur in mittelbarer Abhangigkeit voneinander. Jede 
der beiden Stoffwechselreaktionen kann fiir sich allein beeinflust 
werden: Die Atmung durch niedrigen Sauerstoffdruck, die Garung 
durch Blausaureathylester. Blausiure und Kohlenoxyd wirken, indem 
sie sich in gleichem Mae mit dem Atmungsferment wie mit dem 
Garungsferment verbinden. 


Experimentelles. 


Als Versuchsmaterial wurden kernhaltige Blutzellen verwendet. (Bei 
Gewebsschnitten ist, wenn eine Abhangigkeit der Atmung vom Sauerstoff- 
druck gefunden wird wie bei Krebszellen, der Fehler ungeniigender Diffusion 
auch bei optimaler Grenzschnittdicke nicht mit Sicherheit auszuschlieBen*. 
Die Atmung von Pneumococcen, die sich sehr empfindlich gegen Ande- 
rungen des Sauerstoffdruckes zeigte*, wird durch Blauséure nicht 


ge- 
hemmt?.) 


Blut von einem 9 Monate alten Ganserich wurde aus der Fliigelvene 
steril in Heparin entnommen (20 mg Heparin in 80 cem Blut), 10 Minuten 
mit Glaskugeln vorsichtig geschiittelt, durch Gaze filtriert und im Stand- 
zylinder mit 5°, CO,/Luft gesattigt. Der Stoffwechsel der Blutzellen blieb, 
wenn sie bei 0° C aufbewahrt wurden, 2 Tage lang unverandert, so daB alle 
Vergleichsversuche an der gleichen Blutprobe ausgefiihrt werden konnten. 
Die Gassattigungen in den ManometergeféBen geschahen mit iiber Queck- 
silber (2 Liter) hergestellten Gasgemischen, dié bei den Sauerstoffdruck- 
versuchen geringe CO-Mengen (pco/Po, = 0,1) zur Austreibung des Sauer- 
stoffs aus dem Hamoglobin enthielten®. Das ManometergefaéBpaar I wurde 
wahrend aller Sattigungen im Thermostaten geschiittelt. Die Schiittel- 
geschwindigkeit war 180 Schwingungen pro Minute. Steigerung der Schiittel- 
geschwindigkeit ergab keine Veranderung der Resultate. Die Stoffwechsel- 
messungen sowie die Bestimmung der Kohlensaure- und Milchséureretention 
wurde nach den von Warburg angegebenen Methoden® ausgefiihrt. Das 
Gewicht der Blutzellen wurde nach Peschel® bestimmt. In einer Reihe von 
Versuchen wurde das Blut mit Ringer-Bicarbonat-Glucose verdiinnt, doch 
nimmt bei gréBeren Verdiinnungen der Sauerstoffeffekt auf die Atmung ab. 
Ein typischer Versuch ist im Protokoll wiedergegeben. 


1 O. Warburg, Katalytische Wirkungen, Berlin 1928. — * R. Lohmann, 
Klin. Wochenschr. 39, 1199, 1931. — * C. Schlayer, J. of Bact. 31, 151, 
1936. —- 4 M. Sevag, diese Zeitschr. 267, 211, 1933. — 5 O. Warbury. 
F. Kubowitz u. W. Christian, ebenda 242, 149, 193]. — °® E. Peschel, Klin. 
Wochenschr. 23, 1061, 1930. 
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Zur Kenntnis des Blutjods'. 


Von 
Theodor Leipert. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1937.) 


Unser Wissen iiber das Jod des Blutes ist noch recht bescheiden. 
Das Niveau des Blutjodspiegels 13 — 4 y-°, darf nunmehr nach einem 
bewegten Meinungsaustausch der letzten Zeit als gesichert angesehen 
werden. Auch heute noch kénnen aus dem Jodgehalt des Blutes nur 
mit gréBter Vorsicht Schliisse auf die Funktionstiichtigkeit der Schild- 
driise gezogen werden. Gewib, man ist sich dariiber einig, daB ein nie- 
derer Jodgehalt des Blutes auf einen Ausfall in der Tatigkeit der Schild- 
driise deutet; man weib, da der wiederholt erhobene Befund eines er- 
hohten Blutjodspiegels auf eine Uberfunktion der Driise hinweist, aber 
es gibt zahlreiche Falle von Hyper- und Dysthyreose, die standig einen 
normalen Blutjodgehalt besitzen. So mag dem Kliniker der Jodgehalt 
des Blutes immerhin von diagnostischem Wert sein, ein Symptom in 
einem Komplex von Symptomen, aber auch nur eines. Isoliert betrachtet, 
sagt es noch wenig. 

Auf Grund seines Jodgehalts miiBte das Thyroxin im Organismus 
ganz besonders leicht aufgefunden werden kénnen, wenn das Jod aus- 
schlieBlich als Thyroxinjod vorliegen wiirde. Nun sind die Bindungs- 
verhaltnisse des Jods in der Schilddriise selbst mit ihrem hohen Jod- 
gehalt schon ungemein verwickelt. Wir finden Thyroxinjod und Jod- 
gorgosdurejod, ein betrichtlicher Jodrest bleibt ungeklairt. Bei dieser 
differenten Zusammensetzung des den Jodstoffwechsel regulierenden 
Zentrums muBten sich der Erforschung der geringen Jodmengen im Blute 
die gréBten Schwierigkeiten bieten. 

Schon lange wurden Versuche unternommen, das Blutjod in ver- 
schiedene Fraktionen zu zerlegen, um einen Einblick in seine Bindungs- 
verhaltnisse zu bekommen. Bereits Fellenberg (1) und spater Veil und 
Sturm (2) trennten das Blutjod durch Behandlung mit Alkohol in einen 
anorganischen und einen organischen Anteil. Das EiweifS und damit 
auch das JodeiweiB werden koaguliert und kénnen vom alkoholléslichen 
,anorganischen** Jod abgetrennt werden. Blum und Griitzner (3) ver- 
wendeten Aceton. Lunde und Mitarbeiter (4) vervollkommneten die 
Trennung und unterschieden im alkoholléslichen Anteil noch zwischen 
Lipoidjod (Veil und Sturm), Jod in sonstiger organischer Bindung 


! Otto v. Fiirth zam 70. Geburtstag. 
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und anorganischem Jod, so daB gegenwartig folgende Fraktionen <j 
Blutjods in Frage kommen: 
Fiweib-Jod in Alkohol wnldslic/ 
organisch gebundenes Jod  Lipoid-Jod 
Jod in sonstiger | in Alkohol léslich 
organischer Bindung 
anorganisches Jod 

Wesentliche Bedeutung kommt der alkoholunléslichen Komponente, 
dem Hiweifjod, zu, das in einer Menge von | bis 4 y-%, bis zu ein Dritte! 
des Gesamtjods umfaBt. Im JodeiweiB scheint in der Tat der wirksame 
Bestandteil des Schilddriiseninkretes vorzuliegen; denn alle physio 
logischen und pathologischen Veranderungen im Organismus, die mit 
einer Aktivierung der Schilddriise einhergehen, lassen eine Zunalhme 
des an Eiweif gebundenen Jods erkennen. Bei der Graviditat ist dic 
KiweiBbjodkomponente vermehrt [Hufinger und Schulte (5)], bei cer 
Thyreotoxikose erfihrt das EiweiBjod eine gewaltige Steigerung, um 
nach entsprechender Behandlung wieder abzusinken [Lunde und Mit- 
arbeiter (4)]. Ob es sich dabei um ein Proteid mit Thyroxin als prostheti- 
scher Gruppe handelt oder ob die Schilddriise noch ein anderes jodiert: 
Protein an das Blut abgibt, ist unbekannt. 

Der Hauptteil der in Alkohol léslichen Fraktion ist anorganisches 
Jod. Merkwiirdig ist, daB dieses anorganische Jod nie fehlt und stets in 
einem recht konstanten Verhaltnis zum organischen Jod zirkuliert. 
Alimentaire Einfliisse miiBten sich gewiB bemerkbar machen, doch ist 
iiber eine auffallige Erhéhung der alkoholléslichen Komponente, etwa 
bei Kiistenbewohnern gegeniiber Binnenlandbewohnern, nie berichtet 
worden. Vielleicht pragt sich in dieser Konstanz nur das Gleichgewicht 
zwischen Jodabspaltung aus organischer, Bindung und Jodaus- 
scheidung aus. Wissen wir doch, daB in den Organismus eingefiihrtes 
Thyroxin sich auffallend rasch dem chemischen und biologischen Nach- 
weis entzieht und daB das jodfreie Thyronin wirkungslos ist. 

Die als Lipoidjod bezeichnete Fraktion, die aus dem alkoholléslichen 
Anteil durch Lipoidlésungsmittel abgetrennt werden kann, mu mit 
einer gewissen Reserve betrachtet werden. Nicht etwa deshalb, weil sie 
sehr gering ist und sich auf ihre Bestimmung methodische Fehler haufen. 
Eine chemische Bindung des Jods, etwa an die ungesattigten Sauren der 
Lipoide ist unwahrscheinlich. In vitro zumindest verlangt die Jod- 
addition an die ungesattigten Sauren der Fette besondere Katalysatoren. 
Es scheint sich eher um ein physikalisches Festhalten von anorganiscli 
gebundenem Jod in der Lipoidfraktion zu handeln. Die Lipoide sind 
hydrophile Kolloide und halten als solche auch lipoidunlésliche Sub- 
stanzen hartnickig fest. Die Verhaltnisse liegen hier wohl ahnlich wie 
sie beim Brom (6) festgestellt wurden. 
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Uber die letzte Fraktion, Jod in sonstiger organischer Bindung, ist 
nichts Naheres bekannt. Lunde und Mitarbeiter (4) machten auf sie 
anfmerksam, doch erlaubte ihre Methode noch keine scharfe Abtrennung 
ler Komponente. 

In der volliegenden Arbeit wurde im Blutserum eine Trennung des 
Blutjods in seine drei Fraktionen versucht : Eiweifjod, sonstiges organisch 
wbundenes Jod und anorganisches Jod. Die Anwendung von Koagula- 
tionsmitteln, die das EiweiB denaturieren, wurde dabei vermieden. Be- 
sonders interessierte die Frage: Zirkuliert auper dem Thyroxinjod noch 
organisch gebundenes Jod im Blute? Koénnen wir eine Fraktion solchen 
organisch gebundenen Jods aus dem Blutjod abtrennen ? 

Das schonendste Verfahren zur Abtrennung des an Eiweif ge- 
bundenen Jods ist zweifellos die Ultrafiltration. Mit dem Ultrafiltrations- 
apparat von Overbeck erzielt man bei Anwendung von Bechhold-Filtern 
(6 bis 74/,%) und Stickstoffiiberdruck in relativ kurzer Zeit ein tadel- 
loses Ultrafiltrat. Die Differenz aus dem Gesamtjodgehalt des Serums 
und dem Jodgehalt des Ultrafiltrats ergibt das an EiweifB gebundene Jod. 

Die Trennung des Jods im Ultrafiltrat in ionisiertes = anorgani- 
sches und nichtionisiertes = organisches ultrafiltrables Jod konnte nur 
auf die schonendste Weise durchgefiihrt werden. Als geeignetes Fallungs- 
mittel fiir das anorganische Jod erwies sich Silbersulfat. Silbernitrat 
ist unbrauchbar, da bei der spaiteren Jodbestimmung nach dem Chrom- 
Schwefelsaureverfahren reichlich nitrose Gase entstanden. Schon 
Oswald (7) hatte bei seinen Untersuchungen iiber das Gorgonin und 
Spongin Silbernitrat zur Trennung von organisch gebundenem und 
anorganischem Jod verwendet, aber die kleinsten Jodmengen, die er 
bestimmte, betrugen mehr als das 1000 fache des Jods, das im vorliegen- 
den Falle zu erwarten war. 

Vermag nun Silber auch die kleinsten Jodspuren niederzuschlagen ? 
Das Léslichkeitsprodukt des Jodsilbers betragt 2,5.10 1%; danach 
wiirden 100 cem Wasser 0,2 y Jod in Form von AgJ in Lésung halten. 
Dieser Wert erniedrigt sich noch wesentlich dadurch, daB das Silber 
gleichzeitig auch das gesamte Chlor des Ultrafiltrats ausfallt, wodurch 
die AgJ-Fallung in einer mit AgCl-gesattigten Lésung vor sich geht. 
Das Produkt der Ionenkonzentrationen betragt 

fiir Chlorsilber: Cag. Co) = 1. 10°", 
fur Jodsilber: Cag.Cy = 2,5.10°1%, 


Daraus folgt fiir eine mit Chlor- und Jodsilber gesattigte Losung 
unter Annahme vollstandiger Dissoziation durch Addition 


Cag - (Coy + Cy) = 10-19 (1 + 2,5. 10-8) 
und 
Cag = Co + C3 = 1. 10-5. 
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Dieser Wert im Léslichkeitsprodukt des Jodsilbers substituicrt 
ergibt 
2,5.. 10-** * i ‘ 
Cy = 6 = al 2,5.10-'! Aquivalente Jod pro Liter 
. 10-5 
oder 


317,5.10-'' g¢ J = 0,008 » Jod im Liter. 


Theoretisch bestehen daher keine Bedenken, auch kleinste Jod. 
mengen neben Chlor als Halogensilber niederzuschlagen.  Praktisch 
hat dies in kleinem Volumen bereits Doering (8) bei seiner Blut jod- 
bestimmungsmethode nach dem Carius-Verfahren erprobt. Die Brauch. 
barkeit der Fallung im groben Volumen muBten Modellversuche ergeben, 

Nun vermag das Silber organisch gebundenes Jod unter gewissen 
Bedingungen — saures Medium, Wasserbadtemperatur abzuspalten 
es vermag auch organische Verbindungen als Silbersalze auszufallen 
Gewi® iibertrifft die Léslichkeit derartiger Silberverbindungen die cer 
Halogensilberverbindungen ganz auBerordentlich. Befiirechtungen, dal 


Silbersalze organischer Jodverbindungen ausfallen und sich so dem 


Nachweis entziehen, sind daher unbegriindet. Die Méglichkeit der Jod- 
abspaltung durch das Silber dagegen bleibt bestehen. Sie kann durch 
entsprechendes schonendes Arbeiten in der Kalte, Vermeidung von 
saurer oder alkalischer Reaktion ausgeschaltet werden. Immerhin 
muBten auch im Hinblick auf diese Fehlerquellen Vorversuche die 
Brauchbarkeit des Verfahrens zeigen. 


Vorversuche. Je 100cem einer 0,6°,igen, Kochsalzlésung erhalten 
Zusatze von anorganischem Jod und organisch gebundenem Jod in einer 
Gr6Benordnung, mit der im Blute gerechnet werden muB. Das Kochsalz war 
durch Einleiten von Chlorwasserstoff in eine gesattigte Kochsalzlésung 
gereinigt worden. Der Zusatz des anorganischen Jods erfolgte in Form von 
Kaliumjodid, der des organisch gebundenen Jods in Form von Thyroxin 
bzw. Jodgorgosaure; kennen wir doch im Tier- und Pflanzenreich bisher mu 
diese beiden Jodverbindungen, denen eine biologische Bedeutung zuerkannt 
werden muB. 

Je 80 ccm dieser Lésungen werden in einem 100-cem-Me8kolben mit 
1,5 g feinst gepulvertem Silbersulfat versetzt und einige Minuten kraftig 
geschiittelt. Der Halogensilberniederschlag ballt sich, die iiberstehende 
Fliissigkeit opalesziert. Man priift durch Tiipfeln auf einem mit Kalium 
chromat getrainkten Filterpapier auf SilberiiberschuB. Entsteht kein roter 
Fleck von Silberchromat, dann setzt man noch eine geringe Menge Silber 
sulfat zu, bis der geforderte UberschuB erreicht ist. Man beseitigt diesen 
sofort durch vorsichtigen Zusatz einer 10°,igen Kochsalzlésung, bis die 
Tiipfelreaktion negativ geworden ist, fiigt 0,5 bis leem_ iiberschiissiger 
Kochsalzl6sung zu und schiittelt kurze Zeit; nunmehr gibt man etwas 
Zellstoff zu, zerteilt ihn durch kraftiges Schiitteln, fiillt zur Marke aut. 
mischt durch und filtriert durch ein trockenes Filter in einen 100-ccm 
MeBzylinder. Das Filtrat in einer Menge von 85 bis 88 cem ist in der Rege! 
bereits nach dem ersten Filtrieren, langstens aber nach einer zweiten Filtra 
tion absolut klar und frei von jeder Opaleszenz. Man dampft auf ein kleines 
Volumen ein und bestimmt darin das organisch gebundene Jod. 
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Die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen zeigten folgendes Ergebnis: 





Zu 0.6% NaCl-Lisung zugesetz Zu 0,6%9 Na Cl-Lisung zugeset; . 
Zu 0,6°%9 NaCl-Lésa 1g zugese tzt . 7a 0,69 Na Cl-I dsung zuge setzt’ Gofanden 
refunden — ————_—— organische 
‘ ‘ rgan. J F ran. : age » 
: - organisches Jod organ. Jod a organisches Jod Jod 


4y-% als Thyroxin 4,2 y 2y-% als Jodgorgo- 2,2 +-° 
4 /O . 4 4 oO é oO 
4.,,  ,, Jodgorgo- siure 

saiure re iar i Os ,. 





Die Ubereinstimmung ist befriedigend. Organisch gebundenes Jod 
wird mit leichtem Uberwert innerhalb der Fehlerbreite der Methodik wieder 
gefunden. Jodverluste durch Jodabspaltung oder durch Ausfallung der 
Jodkérper sind nach diesem schonenden Verfahren ausgeschlossen. Der 
Leerversuch ohne Zusatz organisch gebundenen Jods ergab 0,3 7-°,,, ein 
Wert, der das theoretisch geforderte Maximum gewaltig tibertrifft. Immer- 
hin werden 97°,, des ionisierten Jods ausgefallt, so daB an der praktischen 
Brauchbarkeit der Methode kein Zweifel besteht. 

Die Jodanalysen erfolgten nach der eigenen Methode (9). Die organische 
Substanz wird dabei durch Chromschwefelséiure zerstért und das Jod in 
nichtfliichtige Jodsaéure iibergefiihrt. Aus dieser wird durch Reduktion 
mit arseniger Saure das Jod in Freiheit gesetzt, in Alkali iiberdestilliert und 
dann durch Winkler-Titration bestimmt. Die Methode ist von verschiedenen 
Forschern eingehend gepriift worden (10) (11) (12) (13). Im folgenden soll 
auf einige Punkte bingewiesen werden, deren Beobachtung manche Fehler- 
quellen ausschlieBt. 

Die Reagenzien. Die Handelspriparate der Chromsdure enthalten 
hiufig geringe Spuren Jod. Sind diese minimal im Verhaltnis zur Jodmenge, 
die bestimmt werden soll, dann bringt man sie eventuell als ,,Blindwert* in 
Abzug. Ein wesentlicher Jodgehalt dagegen macht das Praparat unbrauch- 
bar. Bei der Bestimmung kleinster Jodmengen, wie sie im Blute vorkommen, 
wird man daher ein durch Umkristallisieren gereinigtes Kaliumbichromat 
vorziehen, obgleich die leichte Léslichkeit der Chromsaéure ein nicht zu 
unterschatzender Faktor ist und iiberfliissige Verdiinnung der Schwefelsaure 
vermeiden 1aBt. Eine weitere beachtenswerte Verunreinigung der Chrom- 
siure und auch des Kaliumbichromats ist ein geringer Gehalt an Salpeter- 
siure bzw. Nitrat. Bei der Reduktion entstehen daraus nitrose Gase und 
die Vorlage enthalt Nitrit, das sich mit dem Griessschen Reagens sehr gut 
nachweisen laBt. Die Schwefelséure selbst erwies sich als frei von Salpeter- 
siure. Die gleiche Moéglichkeit besteht natiirlich, wenn nitrathaltiges 
Material zur Untersuchung kommt. Auf die Gefahren des Nitrits in der 
Mikrojodanalyse wurde wiederholt aufmerksam gemacht. Man wird es 
unter Umstanden nach der Azidmethode unschadlich machen [ Reith (14)}. 

Die arsenige Sdure bereiten wir uns nicht mehr mit Hilfe von um- 
stindlich zu reinigender Pottaschelésung, sondern durch Eintragen von 
Arsenik in Natronlauge. Das Natriumhydroxyd e natrio des Handels 
entspricht allen Anforderungen der Reinheit. Man verdiinnt z. B. 130 cem 
30°,iger Kjeldahl-Lauge mit 120 cem Wasser, lést darin bei Siedehitze 250 g 
Arsenik und verdiinnt nach dem Erkalten auf 420 cem. Die Lésung ist etwa 
60°,ig. Amerikanische Autoren (11) empfehlen phosphorige Sdure als 
Reduktionsmittel, da beim Arbeiten mit arseniger Saéure Arsenspuren in 
die Vorlagen gelangen kénnen. Dieses Arsen wird durch Bromwasser zu 
Arsenséure oxydiert, die dann ebenfalls aus KJ Jod in Freiheit setzt, 
wiederum eine Quelle fiir Leerwerte. Nun kann Arsen mechanisch mit 
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Sdurenebeln in die Vorlage heriibergerissen werden oder infolge (| 
gehalts der Veraschungslésung unvollstandige Veraschung! 
fliichtiges AsCl, tibergehen. Beide Méglichkeiten lassen sich vermeiden. 
im folgenden noch dargelegt wird. 

Die Apparatur. Die langen Schlauchverbindungen wurden bes 
und ein T-Stiick mit Glashahnen eingeschaltet. Nach brieflicher Mitteilung 
von Dr. Trtilek (Bratislava) bewahrt sich statt dessen auch ein einz 
Dreiweghahn. Ein Ubergehen von Schwefelsiurenebeln und Chromsiiure 
spuren wird durch den von Sturm empfohlenen Tropfenfinger verhindert 
Zur Absorption selbst groBer Jodmengen, wie sie in Schilddriisenpulve 
vorliegen, genuigt ein einziges AbsorptionsgefaB. 

Die Technik der Destillation. Zur Reinigung der Veraschungsldsung 
unterwirft man diese 5 bis 10 Minuten lang einer Wasserdampfdestillation 
im Vakuum. Die Vorlage wird dabei lediglich zur Kontrolle der Destillations 
geschwindigkeit mit Wasser beschickt. Erst dann beschickt man die Vorlaye 
mit Lauge und schwefliger Saéure und fiihrt nun die eigentliche Destillation 
und Reduktion durch. Man erreicht so zweierlei: 1. Alle Spuren stérende: 
Substanzen Chromylchlorid, Chlor, Brom, Essigsiéure, werden entfernt. 
2. Die Veraschungslésung verdiinnt sich automatisch auf das fiir die eigent- 
liche Destillation giinstige MaB, so daB spéter eine Nebelbildung, die ein 
mechanisches HeriiberreiBen von, Arsenspuren begiinstigen wiirde, aus. 
geschlossen ist. Ein Auskochen der Lésung [T'revorrow und Fashena (11) 
vermeiden wir wegen der Gefahr der Uberhitzung. 

Die Tropfen, die sich im Tropfenfanger nach Sturm niederschlagen, 
farben sich haufig durch Chromséurespuren gelb. Das Jod, das iiber sie 
wegstreicht, kénnte hier wieder teilweise zu Jodsiure oxydiert werden, die 
erst in den Kolben zuriicktropfen muB, um neuerlich zersetzt zu werden, 
ein Vorgang, der sich solange wiederholen miiBte, bis der Tropfenfanger rein 
gespiilt ist. Wir lassen deshalb das Reduktionsmittel bereits zutropfen, 
wenn die Fliissigkeit im Kolben zu sieden beginnt, aber noch nicht in die 
Hohe destilliert, so daB die Reduktion stets schon beendet ist, wenn die 
ersten Anteile des Destillats iibergehen. Da die Abbremsung des Dampf 
stromes im Tropfenfinger eine Verlangerung der Destillationszeit verlangt, 
ist begreiflich und von Wilmanns (13) eingehend untersucht worden. 

Zur Trennung von organisch gebundenem und anorganischem Jod 
in Ultrafiltraten sind gréBere Mengen Ultrafiltrat erforderlich. Je 80 ccm 
fiir die Trennung und je 20 cem fiir die Gesamtjodbestimmung, das sind 
Mengen, die zunachst nur die Auswertung der Schlachttiersera ermég- 
lichten. Beim Einkochen des Filtrats vom Silberhalogenniederschlag 
triibt sich meist die Lésung. Die Triibung ist in verdiinnter Schwefel- 
siure léslich. Fiir das Endergebnis ist sie belanglos. 

Die mit unserem Verfahren erhaltenen Ergebnisse sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt : 





Gesamt-J Ultrafiltrat-7 Eiweib-/ anorg. J 
are ».0 w.0 0 
710 710 "10 7 0 


Serum 


Pier...) 8,1 6,0 2,1 4,2 
” Pcs 9,8 6,2 3,6 3,0 
RG. ass 8,9 7,8 i Be 5,5 
* area 9,3 6,4 2,9 4,8 
“ ; ‘ 12,7 8,9 3,8 6,5 
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Das Kiweifbjod laBt sich durch Ultrafiltration vom Gesamtjod ab- 
tremnen. Vernachiassigt man die durch die Ultrafiltration bedingte, 
veringfiigige Anderung des Volumens, dann bewegen sich die so ermittelten 
Jodwerte, obwohl sie durch Differenz gebildet wurden, ganz in der ge- 


os £ ° ~T ome = 
wohnten GréBenordnung des direkt bestimmten Eiweifsjods und liefern 


so nur eine Bestatigung bereits bekannter Tatsachen. Eine Adsorption 
von anorganischem Jod an den Niederschlag scheint demnach nicht 
stattgefunden zu haben. 

In jedem Blut lapt sich organisch gebundenes, ultrafiltrables Jod 
nachweisen. Die Mengen sind gering, | bis 3 y-%, liegen also etwa in der 
GréBenordnung des an Eiweif gebundenen Jods. Sie stellen nach dem 
Ausfall der Vorversuche Maximalwerte dar. Schwierig zu beantworten 
ist die Frage, woran dieses Jod gebunden ist und welchen Zwecken es 
dient. Mehrere Moéglichkeiten stehen zur Diskussion. Alimentdre Ein- 
fliisse scheinen mehr als zweifelhaft, wenn man bedenkt, dab das mit der 
Nahrung aufgenommene Jod iiberwiegend anorganisches Jod ist, besten- 
falls an Kolloidsubstanzen adsorbiert. Auch der Kiistenbewohner nimmt 
mit der Fischnahrung in erster Linie anorganisches Jod zu sich. Und 
wiirde er auch organisch gebundenes Jod vom Typ der Jodgorgoséure 
zu sich nehmen, so wiirde diese im Verdauungstrakt immerhin so weit 
abgebaut, daf wieder nur ionisiertes Jod zur Resorption kame. Eine 
andere Moglichkeit der Jodbindung an einen organischen Trager stellt 
das Thyroxin dar, im Blute kénnte freies Thyroxin zirkulieren. Die 
Modellversuche lassen diese Méglichkeit offen; denn Thyroxin wird in 
den fraglichen minimalen Konzentrationen von Silber nicht gefallt. 
Das biologische Verhalten aber widerspricht dieser Vermutung. Ver- 
inderungen des Blutjods als Ausdruck erhéhter Schilddrisentatigkeit 
und Thyroxinwirkung betreffen immer nur die EiweiBkomponente. 
Eine zwanglose Erklirung, die auch den physiologischen Verhaltnissen 
weitgehend Rechnung tragt, scheint sich aus der Tatsache zu ergeben, 
da8 in der Schilddriise, der Hauptquelle des Blutjods, ein grober Teil 
des Jods an Tyrosin gebunden als Jodgorgosdure vorliegt. Ob dieses 
Dijodtyrosin eine Zwischenstufe auf dem Wege der Thyroxinsynthese 
ist oder ob es bereits als ein Abbauprodukt auftritt, sei dahingestellt. 
Die Annahme liegt wohl sehr nahe, daf die Schilddriise, die ja in ihrem 
Jodvorrat wiber beide Stoffe Thyroxin und Jodgorgosdure ver fiigt, 
auch beide an das Blut abgibt. Es ist gewiB verlockend, sich im Sinne 
von Abelin (15), der die Jodgorgoséure als einen Antagonisten des 
Thyroxins erkannt hat, vorzustellen, daB die Schilddriise mit ihrem 
Wirkungsstoff gleichzeitig auch den Antagonisten ausschiittet, doch 
fehlt derartigen Gedankengingen bis jetzt jede reale Grundlage. 

Zusammenfassung. 

Nach einer kritischen Betrachtung der Bindungsverhdltnisse des 

Blutjods wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung der einzelnen 








LO6 Th. Leipert. 
Fraktionen des Blutjods angegeben. Durch Ultrafiltration wird das 
KiweiBjod abgetrennt. Im Ultrafiltrat wird das anorganische Jod \ oi 
organischen ultrafiltrierbaren Jod durch Silbersulfat getrennt. 

Im Blute laBt sich organisch gebundenes ultrafiltrierbares Jod jy 
einer Menge von I bis 3 y-% nachweisen; seine Bedeutung wird |e. 
sprochen. 

Literatur. 

1) Th. v. Fellenberg, Ergebn. d. Physiol. 25, 207, 1926. — 2) W. H. Veil 
u. A. Sturm, Arch. f. klin. Med. 147, 166, 1925. — 3) F. Blum u. R. Griitzicy. 
Zeitschr. f. phys. Chem. 85, 429, 1913; 91, 392, 450, 1914. — 4) G. Lunde, 
Kk. Closs u. O. Chr. Pedersen, diese Zeitschr. 206, 261, 1929. — 5) H. Bufinge) 
u. W. Schulte, Arch. f. Gyn. 152, 479, 1933. 6) Th. Leipert, diese Zeitschy. 
280, 416, 1935. —- 7) A. Oswald, Zeitschr. f. phys. Chem. 75, 353, 1911. 

8) Doering, Klin. Wochenschr. 1936, S. 1010. —- 9) Th. Leipert, diese Zeitscli 


261, 436, 1933; 270, 448, 1934. — 10) A. Sturm, K. Plétner u. K. Maas. 
ebenda 280, 396, 1935. —- 11) V. Trevorrow u. G. Fashena, J. of biol. Chem. 
110, 29, 1935; 114, 351, 1936. 12) G. Pfeiffer, W. Mobius u. K. Poll, 
Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 181, 444, 1936. 13) H. Wilmanns, dies: 
Zeitschr. 289, 41, 1937. 14) J. F. Reith, ebenda 216, 249, 1929. 


15) J. Abelin, ebenda 257, 213, 1933. 








dic 
ha 
be 
mn 

dit 
M. 
al 


ni 


Gr 


J 





rd das 


Md vom 
Sod in 
rd be. 
H. Veil 
ulzner, 
Lunde. 
upinger 
‘itsehr. 
1). 
itsehy 
Maas, 
Che mh. 
. Pohl, 
, diese 





Uber die £-Amylase aus ungekeimter Gerste. 
Von 
K. Myrbiick und B. Ortenblad. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 15, Juli 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unsere Arbeiten iiber die enzymatische Spaltung der Starke und 
die dabei entstehenden Produkte sowie viele Arbeiten anderer Forscher 
haben gezeigt, daB die Amylase der ungekeimten Gerste von den anderen 
bekannteren Amylasen (aus Malz, Takadiastase, tierischen Organen usw.) 
in ihrer Wirkung auf Starke stark abweicht. Von den Eigenschaften 
dieses Enzyms der Gerste, das mit der aus Extrakten des entsprechenden 
Malzes, z. B. nach F. Ohlson, abtrennbaren sogenannten Saccharogen- 
amylase als identisch oder fast identisch angesehen werden kann, ist 
nicht sehr viel bekannt, da sich das Interesse meist auf die Malzamylase 
konzentriert hat. Die starkeverzuckernde Wirkung der ungekeimten 
Gerste ist aber gar nicht so viel kleiner als die des entsprechenden 
Malzes, insbesondere nicht die des Darrmalzes, wie man oft anzunehmen 
scheint. Wesentlich aber ist, da} das Malz auber diesem Enzym der 
Gerste noch mindestens eine andere Amylase enthalt (die sogenannte 
Dextrinogenamylase), deren spezifische, von der der 6-Amylase grund- 
verschiedene Wirkung, z. B. bei der ,,Verzuckerung*’ der Starke in 
der Maische, von wesentlicher Bedeutung ist. Immerhin geht die 
Gerstenamylase unverdndert oder fast unverandert zum groBen Teil 
in die Malzamylase ein, und es besteht eine deutliche Parallelitat jeden- 
falls bei den von uns untersuchten Sorten (durchschnittlich acht reine 
Gerstensorten neun Jahre lang untersucht) zwischen dem Amylase- 
gehalt der Gerste und des Malzes. Der Amylasegehalt der reinen Sorte 
ist eine konstante Sorteneigenschaft (1). Die Amylase der ungekeimten 
Gerste, die den Amylasen der Samen anderer Graser sehr nahe steht 
oder mit ihr identisch ist, kann aus diesen und anderen Griinden ein 
gewisses Interesse beanspruchen. 


I. Amylasegehalt der Gerste. 


Alle Amylasebestimmungen wurden in folgender Mischung aus- 
gefiihrt: 25 cem 2°%ige Lésung léslicher Starke (Merck), 5 cem 0,3 m 
Phosphat- oder Acetatpuffer vom py 5,3, Wasser und Enzym zu 
50 ccm erganzt, Temperatur 30°. Sofort nach Zusatz des Enzyms 
sowie nach bestimmten Zeiten Zuckerbestimmung nach Willstdtter 
und Schudel in Proben von 5cem. Reduktion auf Maltose berechnet. 
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Notigenfalls  Parallelbestimmung der Maltasewirkung des Enz, 
materials und entsprechende Korrektion. Bis zu etwa 40°, Spaltn 
der Starke verliuft die Spaltung durch §-Amylase wie durch Ma 
amylase fast geradlinig. Die Reaktionsgeschwindigkeit (.7) wird 
mg Maltose pro Minute, auf die ganze Versuchsmischung berechnet, aus 
gedriickt. Enzymgehalt, d. h. Aktivitat der §-Amylase eines Materia|s 
A lg, wobei g das Trockengewicht des Enzyms bedeutet. Dir 
Kinheit wurde gewahlt, um allen Schwierigkeiten zu entgehen, die bei 
der Berechnung der Reaktionskonstanten dadurch entstehen, da\i 
die Spaltung nicht vollstandig verlauft. 

Die Amylaseaktivitéat A ist bei den untersuchten schwedischei 
Braugersten im allgemeinen 100 bis 200. Zwischen den verschiedenen 
Sorten bestehen durchgehend groBbe Unterschiede, eine Sorte kann im 
Mittel doppelt soviel Amylase enthalten wie eine andere. Rund die 
Halfte der Amylase unserer Gerstensorten ist frei, wasserléslich und 


aktiv. Der Rest, die ,,latente Amylase’, ist unléslich und ohne jede 
Wirkung. Sie wird erst aktiv, wenn sie durch die Wirkung proteo- 
lytischer Enzyme aus der Verbindung mit Eiwei® freigesetzt wird 


Sechszeilige Gerste enthalt nach unseren Erfahrungen zwei- bis dreima! 
soviel Amylase wie die zweizeilige. 


Il. Extraktion der Gerstenamylase. 


Fiir Isolierungsversuche kommen zunachst nur Wasserextrakte 
der freien Amylase in Frage, weil die mit Papain erhaltenen amylase- 
reicheren Extrakte sehr viel Eiweibabbauprodukte aller Art enthalten. 
Bei der Wasserextraktion geht die freie Amylase gréBtenteils sehr 
schnell in Lésung. 

Je 10g Gerstenfeinmehl wurden mit 50,cem Wasser langsam ge 
schiittelt. Von den filtrierten Extrakten diente je lceem zur Amylase 
bestimmung. In Tabelle I Amylasemenge je g Gerstenmehl. Extraktion 
bei Zimmertemperatur. 

Tabelle I. 





Totaler Amylasegehalt (Aktivitét nach Papainbehandlung) 
Freie Amylase (Aktivitét einer feinst geriebenen Suspension) 
Amylase im Wasserextrakt nach 5 Min. 
20 
is og eae 


is 4 Std. 


In einem anderen Versuch wurde je 1 g Gerstenmehl mit 5 cem Wasser 
in kleinen Zentrifugenréhren geschiittelt, zentrifugiert und das fast klare 
Zentrifugat untersucht. Zusammenfassung in Abb. 1. (Die Zeiten geben die 
Schiitteldauer an.) Sodann wurde weitere 3 Minuten zentrifugiert. 

Die Herauslésung erfolgt also anfangs sehr schnell, wird aber viel 
langsamer, noch lange bevor die ganze Menge freier Amylase in Lésung 
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vevangen ist. Dies bedeutet also, da} eine recht grobe Menge der freien 
und aktiven Amylase den Gewebssplittern der Suspension in irgendeiner 
Weise anhaftet. In solchen Fallen gibt eine Amylasebestimmung in einem 
/-xtrakt keinen richtigen Wert fiir die Menge freier Amylase, noch weniger 
natiirlicherweise fiir die Totalmenge der Amylase. Dal in Tadelle | 
nach vier Stunden sich beinahe alle freie Amylase scheinbar in Lésung 
befindet, beruht darauf, daB hier durch die Wirkung der eigenen 
Proteasen der Gerste ein Teil der latenten Amylase schon freigesetzt 


worden ist. 





Die nach kurzen Extraktionszeiten ge- 
wonnenen Extrakte sind reiner als die nach 
lingeren Zeiten erhaltenen, obgleich diese 
selbstverstandlich mehr Amylase enthalten. 
Es lohnt sich nicht, linger als etwa eine 
Viertelstunde zu extrahieren. Eine allzu 
starke Schiittelung ist schidlich; besonders 
ist bei reineren Lésungen die Schiittelinakti- 
vierung sehr stark (O. Holmbergh). 











Fiir praparative Zwecke ist eine Extrak- 
tion mit verdiinntem Alkohol nicht vorteil- Abb 
haft. Teils wird, selbst bei sehr verdiinntem 
Alkohol, die Extraktion verlangsamt, teils ist das Enzym bei Zimmer- 
temperatur gegen wasserigen Alkohol sehr empfindlich. Unsere Versuche 
iiber das Verhalten des Enzyms gegeniiber Alkohol wurden aus anderen 
Griinden angestellt, und zwar versuchten wir Anhaltspunkte fiir das Ver- 
stehen der Bindung der latenten Amylase im Gerstenmehl zu bekommen. 
Die latente Amylase ist vollkommen wasserunléslich, also an wasser- 
unlésliche EiweiSstoffe gebunden, denn sie wird von proteolytischen 
Enzymen und nur von solchen freigemacht. Nun gibt es zwar in dem 
Gerstenmehl eine groBe Fraktion von wasserunléslichem Eiweif, die 
aber in 70 %igem Alkohol léslich ist. Es ware denkbar, dab die latente 
Amylase an EiweiB, das zu dieser Prolamingruppe gehért, gebunden 
sein kénnte, und da man die latente Amylase wenigstens zum Teil 
mit 70°%igem Alkohol extrahieren kénnte. Folgende Versuchsreihe 
zeigt den EinfluB des Alkohols. 


Je 10g Gerstenfeinmehl wurden mit 50 cem Wasser bzw. verdiinntem 
Alkohol langsam geschiittelt (17 Stunden), dann filtriert, mit etwa 50 ccm 
der betreffenden zur Extraktion verwendeten Wasser-Alkoholmischung 
und sehlieBlich mit absolutem Alkohol gewaschen. Von dem getrockneten 
Mehl wurden dann Proben mit Sand und Phosphatpuffer feinst gerieben 
und die Amylasewirkung der Suspension bestimmt (freie, nicht extrahierte 
Amylase im Rest). fine andere Probe getrockneten Mehls wurde 
20 Stunden mit Papainlésung behandelt und sodann die Amylasewirkung 
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bestimmt (Totalmenge Amylase im Rest). Wir fassen die Versuch 
der Tabelle IL zusammen. Alle Amylasemengen sind auf 1 g des urspriing 
lichen Gerstenmehles umgerechnet. 


Tabelle II. 





Vol.-°/9 Alkohol Amylasemenge , Freie Amylase rotale Amylase- umme Amy! 
: ~ ‘ menge nar 


bei der Extraktion im Extrakt im Rest menge im Rest Aliohal hola; 


0 97 62 159 
30 5D 94 149 
10) 26 Db 82 
50 10 é 40 50 
60 12 é 18 30 
70 2 36 38 
80 3 ) 60 63 
4) 8 ‘ 95 106 
L100 0 170 170 


Die Extrahierbarkeit sinkt also sehr stark mit steigender Alkohol- 
konzentration. Bei 70°,igem Alkohol tritt tiberhaupt keine Extraktion 
von aktiver Amylase ein. Es-lieBe sich annehmen, daB die latente 
Amylase mit den Prolaminen in inaktiver Form in Lésung gegangen 
sein kénnte. Wurden aber solche Extrakte in Vakuum von Alkoho! 
befreit und dann mit Papain behandelt, so wurden immer inaktive 
Lésungen erhalten. Mit der Prolaminfraktion ist also die latente 


Amylase nicht vergesellschaftet. Aus obiger Tabelle ist weiter ersicht- 
. i=) 5 
lich, daB die Gerstenamylase, und zwar sowohl die freie als auch die 


latente, gegen wisserigen Alkohol sehr empfindlich ist. In  hoch- 
prozentigem Alkohol ist dagegen das Enzym, wie zu erwarten, stabil. 
Auch alkoholhaltige Lésungen von B-Amylase sind bei Zimmertemperatur 
sehr instabil. Eine Lésung wurde mit Alkohol bzw. Wasser verdiinnt 
und 22 Stunden aufbewahrt. Zusammenfassung der Ergebnisse iiber 
die prozentische Zerstérung in Abb. 2 (die beiden unteren Kurven). 
Die Inaktivierung ist iiberall sehr stark, die Kurven verlaufen aber sehr 
unregelmaBig. Es scheinen also auch andere Versuchsbedingungen 
als Alkoholgehalt und Temperatur von Einflu8 zu sein. Eine andere 
Versuchsreihe wurde bei + 5° ausgefiihrt. Die Zerst6rung ist erwartungs- 
gemaB bei dieser Temperatur unbedeutend, wie aus der oberen Kurve 
der Abb.2 hervorgeht. Bei 0° sind die alkoholhaltigen Lésungen 
praktisch stabil. Die Zerst6rung bei héherer Temperatur diirfte teils 
auf der Denaturierung des Eiweibes beruhen, daneben méglicherweise 
auch auf Oxydation. Eine f-Amylaselésung wurde in zwei Halften 
geteilt, die eine mit 30°,igem Alkohol, die andere mit Wasser versetzt 
und dann bei Zimmertemperatur ein starker Luftstrom durch beide 
Lésungen geblasen. 
Urspriingliche Aktivitat é 1400 
Nach 5 Stunden in Wasser A = 1400 
» © * .» Alkohol . 650 
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Da die Inaktivierung durch Alkohol allein bei dieser Reaktionszeit 
unbedeutend sein muB, ist zu schlieBen, dab die Luftoxydation in 
Alkohollésung viel stirker schadlich wirkt als in Wasser. 











Alkohol 
Abb. 2. 


Zu erwahnen ist, dafs wir versucht haben, die Inaktivierung durch 
Luftoxydation mittels nachfolgender Reduktion riickgingig zu machen. 
Die Behandlung mit Hydrosulfit ergab indessen keine Anzeichen einer 
teaktivierung. 


Ill. Reinigungsversuche, 


Es sei hervorgehoben, daB unsere Isolierungsversuche weniger die Dar- 
stellung méglichst hochaktiver Priiparate zum Zweck hatten als vielmehr 


die Gewinnung von enzymatisch einheitlichen S-Amylaselésungen. Die 
Gerste enthalt zwar im Gegensatz zum Malz die f-Amylase frei oder 
beinahe frei von x-Amylase. Es besteht indessen eigentlich keine Még- 
lichkeit, die Abwesenheit der »-Amylase einwandfrei nachzuweisen. 
Zwar haben wir in der gleichzeitigen Bestimmung des gebildeten re- 
duzierenden Zuckers und der Jodfarbung ein Mittel, zwischen g- und 
§-Amylase zu unterscheiden; niemand wird jedoch mit Bestimmtheit 
behaupten wollen, da’ man in dieser Weise die enzymatische Ein- 
heitlichkeit der Enzyme mit absoluter Sicherheit nachweisen kann. 
Fiir unsere Versuche tiber die Einwirkung verschiedener Amylasen 
auf Stirke war es aber wesentlich, Priparate von 6-Amylase zu erhalten, 
die méglichst frei von %-Amylase waren. 


A. Aussalzen. 

Gerstenextrakt wurde nach Schjerning (2) mit MgSO, gesattigt. 
Nach 20stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde filtriert. Im 
Filtrat keine Amylase, im Niederschlag 22 °,, der Aktivitat, also starke In- 
aktivierung. Die Versuche wurden daher bei + 5° wiederholt. Dabei 
fanden wir im Filtrat 7° und im Niederschlag 65°), auch hier also 
eine deutliche Zerstérung. Praparativ ist die Methode nicht anwendbar. 
Die Versuche zeigen, daB die f-Amylase bei der Fraktionierung des 
GersteneiweiBes nach Schjerning in die sogenannte Albuminfraktion geht. 
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B. Fdllung mit Quecksilberchlorid. 

Gerstenextrakt wurde mit HgCl, unter Vermeidung eines Cher 
schusses vollstandig gefallt, die Fallung in der Zentrifuge mit Wasser 
gewaschen, das Waschwasser mit H,S behandelt und die Amylase. 
wirkung bestimmt. Dabei ergab sich keine Wirkung, also kein Ap 
zeichen fiir Léslichkeit des Niederschlags in Wasser. Der gewaschene 
Niederschlag wurde mit H,S zersetzt, die gewonnene Lésung enthielt 
dabei 72°,, des Enzyms. In spiteren Versuchen konnte eine Ausbeut 
von 90°. erreicht werden. Die erhaltenen Lésungen waren aber in 
simtlichen Fallen von kolloidalem Hg®S stark gefairbt und konnten 
ohne starke Schaidigung des Enzyms nicht davon befreit werden, so 
daB sich die Methode fiir priparative Arbeiten nicht eignet. 


C. Alkoholfdllung. 

Werden die Fallungen bei tiefer Temperatur ausgefiihrt und die 
Niederschlage nicht allzu lange mit dem wasserigen Alkohol in Beriihrung 
gelassen, so treten keine nennenswerten Zerstérungen ein, und es kann 
eine wesentliche Erhéhung des Reinheitsgrades erzielt werden. 

Beispiel: Eine durch kurze Extraktion von Gerste erhaltene /?-Amylase- 
lésung wurde mit Alkohol versetzt, eine halbe Stunde im Eisschrank aut 
bewahrt, die abzentrifugierten Fallungen mit 95°,igem Alkohol gewaschen, 
dann mit Wasser extrahiert und filtriert: 


4 





Vol.-°/, Alkohol Ausbeute in © » Reinheitsgrad 


60 61 
70 88 A =etwa 12000 


Da die Gerste in derselben Einheit eine Aktivitét von etwa 200) 
und der Extrakt von etwa 1000 hatte, ist ersichtlich, daB durch eine 
zweckmaBig ausgefiihrte Alkoholfillung eine betriachtliche Steigerung 
des Reinheitsgrades erreicht werden kann. Fiir die folgenden Reinigungs- 
versuche wurden mit Alkohol vorgereinigte Lésungen verwendet. 
(Um den Vergleich mit anderen Praparaten zu erleichtern, sei erwahnt, 
da ein Reinheitsgrad von A = 100 in unserer Einheit einem S/,,-Werte 
nach HLuler und Svanberg von etwa 0,085 entspricht. Die Umrechnung 
muB jedoch als ziemlich willkiirlich angesehen werden, da darin die 
Annahme einer Verzuckerungsgrenze von 80°, eingeschlossen ist.) 


D. Sorption. 


1. Al,O, (standardisiert fiir Chromatographie). 1 cem Amylase | 
(alkoholgefallt, 5,2 mg Substanz pro cem. A = 13600, Sf = 11,5) 
+ 0,5 g Al,O, in 2cem Wasser, 10 Minuten geschiittelt, zentrifugiert. 
Die Aktivitatsbestimmung ergab, daB 55° sorbiert waren, also eine 
recht geringe Wirkung der groBen Sorbensmenge. 
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2. Zinkhydroxyd (Suspension = 33mg ZnO pro cem). Je 1 cem 
Amylase I + 2 cem Wasser + Zinkhydroxyd, 10 Minuten geschiittelt, 
zentrifugiert. Aktivitatsbestimmung: 





Zinkhydroxyd entsprechend mg ZnO °/) sorbiert 


100 100 
20 100 
10 59 

Das Zinkhydroxydpraparat sorbiert demnach sehr stark. Die 
Sorbate von den drei Versuchen wurden in Wasser aufgeschlammt 
und mit H,S behandelt. Im Filtrat wurde keine Amylasewirkung ge- 
funden, demnach erfolgte durch H,S keine Elution. Dagegen gelingt 
die Elution durch Phosphatlésungen. 

Beispiel: 2 cem Amylase I + 4ceem H,O + 1,2 cem Zn-Suspension. 
Sorbat 10Min. mit 7cem Wasser geschiittelt: Keine Aktivitat im Zentri- 
fugat. Niederschlag in 6cem H,O aufge:chlimmt, Amylasebestimmung 
in 2ecm der Suspension in der gewodhnlichen Versuchsmischung (Phos- 
phatpuffer). Gefunden 58 % der theoretischen Aktivitat. (Uber Aktivitat 
des Enzyms im sorbierten Zustande, siehe weiter unten.) Rest der Sus- 
pension mit 1,5cem m/3 Phosphat vom py 5,3 15 Min. geschiittelt. 66% 
der erwarteten Menge im Zentrifugat. 

In einem zweiten Versuch wurde bei der Elution mit etwas starkerer 
Phosphatlésung dieselbe Ausbeute von 66°, erzielt. Die Phosphat- 
elution wurde im Kollodiumschlauch dialysiert. Nach 20 Stunden 
war die Aktivitaét vollstindig verschwunden. Das Trockengewicht 
betrug 0,28 mg/ccm. (Die phosphathaltige Lésung ist an sich vdllig 
stabil.) Berechnen wir, wie dies in den alteren Arbeiten von Will- 
sttter geschah, den Reinheitsgrad der eluierten Lésung aus der Aktivitat 
vor der Dialyse und aus dem Trockengewicht nach derselben, nach einer 
Methode, die natiirlicherweise nicht zulassig ist, so finden wir den Wert 
A = 56000 oder S/ = etwa 47. 

In einem anderen Versuch wurde bei der Elution mit 2,5 °/,iger Phos- 
phatlésung bei px 6,3 eine Ausbeute von 78°, erhalten. Der Nieder- 
schlag wurde dann noch einmal mit einer neuen Phosphatlésung be- 
handelt. Im Filtrat fanden wir aber nur Spuren von Amylase. Die 
bei den Elutionen nicht wiedergefundene Amylasemenge ist entweder 
inaktiviert oder noch wahrscheinlicher durch die oberflachliche Bildung 
von Zinkphosphat so eingeschlossen, daB sie bei weiterer Einwirkung 
des Phosphats nicht mehr in Lésung geht. 

Bei einem Versuch in gré6Berem MaBstabe wurden 165 ccm Amylase I 
mit 66ecm Zinkhydroxydaufschlammung vollstandig sorbiert. Bei 
der Elution wurden 80°, wiedergefunden = Amylase IT. 

3. Kaolin. Bei Behandlung von 1 ccm Amylase I mit 0,5 g saure- 
gereinigtem Kaolin bei py etwa 5 wurden nur 60°, sorbiert. 
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4. Tonerdenhydrat. Zu den folgenden Versuchen wurde eine Auf. 
schwemmung von Polyaluminiumhydroxyd B, entsprechend 0,();; 
Al,O, pro cem, benutzt. ; 

a) 2. ccm Amylase I +- 3 cem Wasser -++- 1 cem Al-Suspension 15 \\i- 
nuten geschiittelt und zentrifugiert. 97 °4, der Amylase sorbiert. Elution 
mit m/9 Phosphat bei py 5,3. Ausbeute 40%. 

b) Amylase und Sorbens wie oben gemischt und geschiittelt. Dann 
ohne Zentrifugierung Phosphat zugesetzt und wieder geschiittelt. Im 
Zentrifugat 54°, der Amylase. Also’ keine wesentlich vergr6éBerte Aus. 
beute, obgleich erstens viel schneller als oben gearbeitet wurde und 
zweitens keine aktivierenden Stoffe hatten abgetrennt werden kénnen. 

c) Versuch wie a). Sorbat mit Wasser gewaschen, dabei keine 
Elution. Mit 5%, sekundérem Phosphat wurden nach 15 Minuten 
32°, der Amylase herausgelést. Dasselbe Ergebnis erhielten wir, wenn 
das Sorbat zwei Stunden mit der Phosphatlésung behandelt wurde. 

d) 4cem Amylase I mit 1 eem Al-Suspension behandelt. 92°, 
sorbiert. Sorbat gewaschen und mit Phosphat bei py 6,3 eluiert. Aus- 
beute 65%. Lésung dann in Kollodiumsickchen dialysiert. Nach 
20 Stunden 80° inaktiviert. Trockengewicht 0,3 mg/cem. S/ aus 
Aktivitaét vor und Trockengewicht nach der Dialyse zu etwa 40 be- 
rechnet. 

e) Sorption wie oben. Elution mit einer Lésung enthaltend 2.5 ° 
Starke und 0,5°% Acetatmischung vom py 5,15. Keine Amylase 
herausgelést. Aus diesem Versuch ergibt sich die Méglichkeit, die 
Wirksamkeit des Enzyms im sorbierten Zustande zu bestimmen. (In 
dem oben erwahnten Versuch mit Phosphatpuffer trat sicher eine melir 
oder weniger starke Elution ein.) 

f) 2cem Amylase I + 2,5 cem Wasser + 1,5 cem Al-Suspension. 
Vollstandige Sorption. Fallung gewaschen und in 6 cem Wasser auf- 
geschwammt. 2 ccm davon zu folgender Mischung gesetzt. 2 ccm 2 n 
Acetatpuffer vom px 5,15 + 12,5 cem 4%ige Starkelésung + 33,5 ccm 
Wasser. Gefundene Aktivitét 41°, der urspriinglichen. Um zu unter- 
suchen, ob diese Aktivitét wirklich von dem sorbierten Enzym herriihrt 
oder ob eine Elution eintritt, wurden folgende Versuche ausgefiihrt : 

g) 2cem Amylase I mit 1 cem Al-Suspension vollstandig sorbiert. 
Der gewaschene Niederschlag in 6 cem Wasser aufgeschwemmt. Davon 
2 ecm zu einer Reaktionsmischung wie im Versuch f). Zuckerbestim- 
mungen in Proben von 5 ccm; auf die ganze Mischung umgerechnet : 





Zeit in Min. | mg gebildete Maltose Aktivitit 

= = — = 
2 21,6 
4 43,1 


10,8 mg Maltose/Min. 
= 23 % der urspriinglichen Aktivitat 
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Die gesamte Reaktionsmischung wurde nun in eisgekiihlten Zentrifugen- 
glisern schnell und kraftig zentrifugiert, die von Al vollkommen be- 
freite Flissigkeit wieder auf 30° gebracht und die Maltosebildung ge- 
messen: 





Zeit mg Maltose/Min. Aktivitat 


6,4 mg Maltose /Min. 


4 23,5 ao aia a 
| = 13 % der urspriinglichen Aktivitat 


2 13,7 | 
q 52,9 

h) Derselbe Versuch, aber mit 0,75 cem Al-Suspension. Vollstandige 
Sorption. Keine Amylase im Waschwasser. 2 ccm Suspension des 


Sorbats zu der erwahnten Mischung: 





Zeit in Min. mg gebildete Maltose Aktivitiit 


2 36,4 | 17,5 mg Maltose Min. 


- 


4 66,9 | = 37% der urspriinglichen Aktivitat 


Nach Zentrifugieren: Zuckerbildung in der Al-freien Fliissigkeit : 





Zeit mg Maltose Aktivitit 


£0 1,0mg Maltose = etwa 2 %% 

7,6 
Die Ergebnisse dieser und ahnlicher Versuche sind recht schwankend; 
auf alle Falle kénnen wir jedoch behaupten, daf die B-Amylase im 
Al-Sorbat einen recht groBen Teil ibrer Aktivitat (20 bis 40°) bei- 
behalt, und daB diese Wirkung nicht davon herriihrt, daB die Amylase 
waihrend der Reaktion eluiert wird. 


E. Dialyse. 

Wie man seit langem wei, tritt bei der Dialyse von Amylase- 
lésungen in gewohnlichen Membranen meistens eine sehr starke In- 
aktivierung ein, was bei der praparativen Arbeit von groBem Nachteil 
ist, da die gereinigten Lésungen oft groBe Mengen von Salzen und anderen 
niedermolekularen Beimengungen enthalten. Bei der Dialyse von Malz- 
amylase in Kollodiummembranen findet man oft eine starke Abnahme 
der Amylasewirkung, ohne dab dabei eine solche in der AuBenfliissigkeit 
auftritt. Die Malzamylase passiert also die Membran nicht. Dasselbe 
gilt, wie wir feststellen konnten, auch fiir die S-Amylase, bei der ebenso 
waihrend der Dialyse in Kollodiumschlauchen oft die Aktivitaét véllig 
verschwindet. Beispiele: 

1. Amylaselésung [ im Kollodiumschlauch gegen dest. Wasser. 
Nach 6 Stunden Aktivitaét 73°, nach 22 Stunden 23°, des Ursprungs- 
wertes. Trockengewicht 2,2 mg statt urspriinglich 5,2 mg. 

Q* 
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2. In einem zweiten Versuch waren nach 16 Stunden noch 8] 
aktiv. Trockengewicht 2,2 mg. Sf = etwa 20 (wirklicher Reinheits 
grad!). 

3. Phosphathaltige Elution aus Zn-Sorbat gegen 1°% Phosphat 
vom px 6,3 dialysiert. Aktivitét nach 5 Stunden 99 °%%, nach 24 Stunden 
92°,. Die Haltbarkeit der Lésung in diesem Falle beruht nicht, wie wir 
anfangs geglaubt hatten, auf der Anwesenheit des Phosphats in der 
AuBenfliissigkeit; denn erstens sind auch phosphatfreie Lésungen, 
wenn sie nicht dialysiert werden, vollkommen haltbar, und zweitens 
haben wir Faille beobachtet, bei denen auch in Anwesenheit von viel 
Phosphat starke Inaktivierung eintritt. Beispiel: 

4. Phosphatelution dialysiert gegen a) 1°, Phosphat py 6.3, 
b) 0,024n NaCl. 





Aktivitét nach: | 4,5 Std. 23 Std. 


a | 33% 15 % 
b 15 13 


~ 


In einem anderen Versuch wurde dieselbe Lésung dialysiert gegen 
a) Wasser, b) 0,024n Acetatpuffer, py 6: 





Aktivitat nach: 4 Std. 25 Std. 


a etwa 60% 3% 
b 91 6 

Die Versuche 1 bis 4 zeigen, daB die Inaktivierung sehr unregel- 
maBig ist und kaum mit der Anwesenheit bestimmter Salze in Beziehung 
gebracht werden kann. Auch die Temperatur war iiberall innerhalb 
einiger Zehntel Grad dieselbe. Wir glauben, daB die Zerst6rung mit 
der Qualitét der Kollodiummembran zusammenhingt. Zwar haben 
wir versucht, die Schlauche immer in derselben Weise herzustellen: 
es ist jedoch kaum moglich, immer dieselbe Starke der Membran und 
denselben Hartungsgrad zu erhalten. 

Die kleinen Abweichungen im py-Wert kénnen bei den Dialysen 
nichts ausmachen, wie aus folgender Versuchsreihe hervorgeht: Amylase 
mit Phosphatpuffer gemischt und gegen 0,5 %ige Phosphatlésung von 
demselben px im Kollodiumschlauch 20 Stunden dialysiert : 





Aktivitétsverlust 
30% 
20% 


Die Annahme, daB die Zerstérung auf den Kollodiummembranen 
beruht, wird durch Versuche gestiitzt, bei welchen in eine Amylase- 
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josung eine zerschnittene Kollodiummembran eingelegt wurde. Nach 
24 Stunden fanden wir stets einen gréBeren oder kleineren Aktivitats- 
verlust, manchmal vollstindige Inaktivierung. Die Ursache diirfte 
wohl Sorption an die Membran sein. Dialyse mit kauflichen Cellophan- 
schlauchen fiihrte meistens zu besseren Ergebnissen. Auch hier trat 
aber mit der Zeit eine betrachtliche Inaktivierung ein, und die Be- 
handlung von Amylaselésungen mit zerschnittenen Cellophanmembranen 
fuhrte ebenfalls zu Aktivitatsverlusten; doch waren diese bei gleichen 
Mengen von Membransubstanz geringer. 


F. Stabilitat. 

Die Versuche iiber die Elution aus den Sorbaten sowie tiber die 
Herauslésung der ,,latenten‘‘ Amylase aus der Gerste veranlaBten uns 
ferner, die Stabilitat der B-Amylase in alkalischer Lésung bei Zimmer- 
temperatur zu untersuchen. Das Enzym zeigt eine betrachtliche 
Stabilitat, wie aus der folgenden Zusammenstellung hervorgeht: 





Aktivitaét nach 





Pu : a aes : agate 3 

10 Min. 45 Min. 60 Min. 165 Min. 4 Std. 
9,55 98 

10,20 95 73 

10,61 


Literatur. 


1) Myrbdck, Enzymologia 1, 280, 1936. —- 2) Schjerning, Zeitschr. f. 
anal. Chem. 33, 263, 1894; 34, 135, 1895; 35, 285, 1896; 36, 643, 1897; 37, 
73, 1898; 39, 545, 1900; Meddelelser fra Carlsberg 6, 211, 1906. 








Bestimmung von Pyridin in Gegenwart yon Pyridinhomologen, 
Von 
Ladislaus Barta und Zoltén Marsechek. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen. 


(Eingegangen am 19. Juli 1937.) 


Die zuerst von Kénig (1) beschriebene und spater von Kulikow 
und Krestowosdwigenskaja (2) zu quantitativen Bestimmungen benutzte 
Pyridinreaktion hat vor kurzem der eine von uns (3) in geeigneter 
Modifikation zur Bestimmung kleiner Mengen Pyridin ausgearbeitet. 


Bei der Anwendung dieser Methode zur Bestimmung des im Tabakrauclh, 
eventuell im Tabak vorhandenen Pyridins tauchte die Frage auf, ob sich 
die Bestimmung auch in Gegenwart von Nicotin und Ammoniak durch. 
fiihren laBt. Nachdem nachgewiesen war, dafB das Ammoniak die Farbung 
stark beeinfluBt und auch das Nicotin die Bestimmung stért [mit Brom. 
cyan und f-Naphthylamin gibt auch das Nicotin eine rote Farbung (4)), 
war es notwendig, das Pyridin von Nicotin und Ammoniak zu trennen. 
Eine quantitative Trennung des Pyridins gelang durch Destillation aus 
Citratpuffer (pH = 3,0). 

Bodnar und Barta (5) konnten in einer ungarischen Tabaksorte kein 
Pyridin nachweisen. Spitere Versuche von Bodnar und Nagy (6) zeigten, 
da die ungarischen Tabaksorten und Tabakfabrikate héchstens nur un- 
bedeutende Spuren von Pyridin enthalten. 


Fast alle bisherigen Pyridinbestimmungen im Tabakrauch wurden 
mit der titrimetrischen Methode von Thoms (7) durchgefiihrt, welche 
aber die gesamte Menge der aus essigsaurer Lésung destillierbaren 
Basen angibt!. Wie unsere noch nicht veréffentlichten Untersuchungen 
zeigen, sind die mit der titrimetrischen Methoede (mit der Methode von 
Thoms) erhaltenen Werte immer vielfach héher als die mit der kolori- 
metrischen Methode gewonnenen Ergebnisse”. Die Ursache dieser 
Erscheinung liegt wahrscheinlich darin, daf bei Verbrennung des 
Tabaks (im allgemeinen bei trockenen Destillationen pflanzlichen 
Materials) aus gewissen Stoffen nicht nur Pyridin, sondern auch Pyridin- 


! Vor kurzem hat W. Preiss (Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 72, 189, 
1936) eine Methode zur titrimetrischen Bestimmung von Pyridinbasen 
neben Ammoniak veréffentlicht, die aber ebenfalls nur die Ermittlung der 
Gesamtmenge der Pyridinbasen erméglicht. —- ? Die Destillation mit 
Citratpuffer gibt, wie unsere Untersuchungen zeigten, mit der Essigséure- 
destillation, also mit der Methode von Thoms, gut vergleichbare Werte. 
Zwischen den zwei verschiedenen Arten der Trennung gibt es eigentlich 
keinen Unterschied: Der fliichtige Acetatpuffer wurde mit dem nicht fliich 
tigen Citratpuffer ersetzt. Aber die Anwendung des Citratpuffers hat den 
Vorteil, daB die Titration des Pyridins bzw. der Homologen mit eine: 
einzigen Destillation erméglicht wird und die wiederholte Destillation - 
wie bei der Thomsschen Methode — wegfallt. 
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homologe (Picolin, Lutidin, Kollodin) entstehen, und die Differenz 
zwischen den titrimetrischen und _ kolorimetrischen Bestimmungen 
dadureh entsteht, daB die Homologen keine oder nur eine schwache 
Reaktion mit Bromeyan und f-Naphtylamin geben. 

Die qualitative Priifung zeigte, da jedes untersuchte Homologe 
(y-Picolin, B-Picolin, «, «’-Lutidin, sym. Kollidin und Piperidin) mit 
BrCN und f-Naphtylamin eine der Reaktion des Pyridins ahnliche 
rosa Farbung gibt. Um die quantitativen Verhaltnisse aufzuklaren, 
wurden aus Pyridin und den anderen Pyridinhomologen Stammlésungen 
in bekannter Konzentration bereitet, mit gleichen Mengen Bromcyan- 
und B-Naphtylaminlésung versetzt und auf ein bestimmtes Volumen 
aufgefiillt. Nach einer Stunde wurde die entstandene Farbung in einem 
Kolorimeter verglichen und festgestellt, welche Menge des Pyridin- 
homologen eine dem Pyridin ahnliche starke Farbung gibt. Die 
folgende Zusammenstellung zeigt in gleichartig gefairbten Lésungen 
die relative Menge der Pyridinhomologen bezogen auf Pyridin als 
Kinheit. 


Pyrite ee! 1 a,a’-Lutidin. .... 61 
Mele |: a ae ea sym-Kollidin. . . . . 91 
PPicOliie i she Piperidig. =. io... . 1/88 


Nach diesen Ergebnissen gibt «-Picolin verhaltnismabig die starkste 
Farbung. Wenn in einer Lésung neben 0,1°% Pyridin 5% «-Picolin 
vorhanden sind, werden mit der kolorimetrischen Methode nur 0,2 % 
Pyridin gefunden. Die iibrigen Pyridinhomologen stéren bei der 
Bestimmung des Pyridins entsprechend weniger. Bei der trockenen 
Destillation pflanzlichen Materials entsteht aber im allgemeinen mehr 
Pyridin als Pyridinhomologe. Selbst wenn bei einer trockenen 
Destillation jedes untersuchte Homologe in gleichen Mengen wie 
das Pyridin vorkime, wiirde dies bei der kolorimetrischen Bestimmung 
des Pyridins jedoch nur einen Fehler von etwa 8 bis 10%, verursachen. 

Es war nun zu untersuchen, ob sich die Homologen des Pyridins 
mit Citratpuffer trennen lassen bzw. ob bei der Trennung des Pyridins 
von Nicotin und Ammoniak auch die Homologen iiberdestillieren, oder 
samt dem Nicotin und Ammoniak im Destillierkolben zuriickbleiben. 

Zu diesem Zwecke wurden verschiedene Mengen von Pyridinhomologen 
einzeln in den Destillierkolben der Parnass-Wagnerschen Apparatur ein- 
gefiihrt und nach Zugabe von méglichst viel Pufferlésung unter guter Kiihlung 
50 cem abdestilliert. Aus der im MeBkolben aufgefiillten L6sung wurde ein 
aliquoter Teil mit BrCN und $-Naphthylamin versetzt und nach | Stunde 
im Kolorimeter mit einer aus Pyridinhomologen bereiteten Standard- 
lésung verglichen. Die folgende Zusammenstellung gibt die Menge der 
iiberdestillierten Basen in Prozenten an: 

a-Picolin . .... . 100 sym-Kollidin. . . . . 99 
ee Piperidm. ...... 94 
a, a’-Lutidin. .... 80 
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Nach diesen Ergebnissen la8t sich nicht nur das Pyridin, sondern 
auch ein Gemisch der Pyridinhomologen mit Citratpuffer von Nicotin 
und Ammoniak trennen; die nach der Citratpufferdestillation ermitte!te 
titrimetrische Bestimmung gibt also die gesamte Menge des Pyridins und 
der Homologen an. 

é Zusammenfassung. 

1. Mit Bromeyan und f-Naphtylamin geben die Pyridinhomologen 
(«-Picolin, B-Picolin, «, «’-Lutidin, sym-Kollidin und Piperidin) eine 
dem Pyridin ahnliche rote Farbung. 

2. Die Farbung der Homologen ist aber im allgemeinen 50 bis 
90 mal schwacher, als die durch Pyridin verursachte. Die kolorimetrische 
Bestimmung des Pyridins in Gegenwart der fiinffachen Menge von 
Homologen fiihrt zu einem Fehler von 8 bis 10 °%,. 

3. Durch Destillation mit Citratpuffer l48t sich nicht nur das 
Pyridin, sondern auch ein Gemisch seiner Homologen von Nicotin 
und Ammoniak trennen. Die im Destillat durchgefiihrte titrimetrische 
Bestimmung gibt die gesamte Menge der Pyridinbasen an. 


Literatur, 


1) und 2) J. W. Kulikow u. T.N. Krestowosdwigenskaja, Zeitschr. {. 
analyt. Chem. 79, 452, 1930. — 3) L. Barta, diese Zeitschr. 277, 412, 1935. — 
4) L. Barta u. Z. Marschek, Mezégazdasdgi Kutataésok 10, 29, 1937 (unga- 
risch). — 5) J. Bodnar u. L. Barta, diese Zeitschr. 265, 386, 1933. 

6) J. Bodnar u. Vitéz L. Nagy, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. im Druck. 
— 7) H. Thoms, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 10, 19, 1900. 
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Zur Kenntnis der Phosphatide und Cerebroside'. 
Von 
G. Fawaz, H. Lieb und M. K. Zacherl. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Graz.) 


(Eingegangen am 22, Juli 1937.) 


Methodisches. 


Infolge der groBen physiologischen Bedeutung, welche man den 
Phosphatiden und Cerebrosiden beimiBt, schien es uns _ besonders 
wiinschenswert, die Methoden zu deren quantitativer Bestimmung naher 
zu studieren. Ein Uberblick iiber die Literatur lehrt namlich, daB die 
hierfiir gebrauchlichen Methoden keineswegs einwandfrei sind. Es sei 
besonders auf die Monographie von Thierfelder und Klenk, sowie auf 
die Arbeit von P. Kimmelstiel? verwiesen. Einige der gebrauchlichsten 
Methoden werden im Laufe dieser Mitteilung insoweit Erwahnung finden, 
als sie sich unmittelbar auf unsere Versuche beziehen. 


Die meisten Methoden zur Bestimmung der Phosphatide haben 
folgendes gemeinsam: Das zerkleinerte Material wird mit Alkohol 
bzw. Methylalkohol oder einem Alkohol-Athergemisch hei8 extrahiert, 
der Extrakt bei niedriger Temperatur (60°) verdunstet und der Riick- 
stand in trockenem Ather bzw. Petrolither aufgenommen. Die Phos- 
phatide werden in der atherischen Lésung entweder durch eine Phosphor- 
bestimmung oder auf oxydativem Wege bestimmt. 

Gegen diese Methode werden im allgemeinen zwei Einwande 
erhoben: 1. Nach Le Breton* werden organische, teilweise unbekannte 
Phosphorverbindungen von dem Ather aufgenommen, welche wasser- 
léslich und deshalb keine Phosphatide sind. 


2. Es gibt Phosphatide (z. B. Sphingomyelin, ein atherunlésliches 
Lecithin5), welche an und fiir sich in Ather unléslich sind, und von denen 
es auch keineswegs sicher ist, daB sie infolge des Vorhandenseins der 
Mono-aminophosphatide vollstandig oder nur teilweise in die Ather- 
lésung iiberfiihrt werden. Tatsichlich ist eine solche vollstandige Mit- 
lésung, wie aus unseren Untersuchungen an menschlichem Hirn hervor- 
geht, ausgeschlossen. Inwieweit diese beiden Umstiinde die Zuverlassig- 
keit der betreffenden Methoden beeintrachtigen, hangt vor allem von 
der Art des in Frage kommenden Materials ab. Man darf wohl an- 


1 Otto von Fiirth zum 70. Geburtstag. — * Thierfelder u. Klenk, ,,Die 
Chemie der Cerebroside und Phosphatide“. Berlin, Verlag Julius Springer, 
1930. — % Mikrochemie, Pregl-Festschrift 165, 1929. 4 Bull. Soc. Chim. 
biol. 8, 539, 1921. —- > Merz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 196, 10, 1931. 
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nehmen, daf} die meisten Methoden z. B. mit Plasma oder Serum ni«hyt 
versagen werden, da diese Fliissigkeiten auBer einer geringen Merve 
anorganischen Phosphors keinen nennenswerten Gehalt an organisclien 
Phosphorverbindungen oder an atherunléslichen Phosphatiden auf. 
weisen. Bei den Blutkérperchen und den meisten Geweben, mit Aus. 
nahme des Hirns, deren Gehalt an organischen Phosphorverbindungen 
betrachtlich, aber an atherunléslichen Phosphatiden gering oder gleich 
Null ist, wird nur der erste oben genannte Umstand eine Rolle spielen 
Beim Hirn aber, welches an organischen Phosphorverbindungen und an 
atherunléslichen Phosphatiden reich ist, tragen beide Umstande dazu 
bei, daB die meisten Methoden versagen. 

Es war also erforderlich, bei der Bearbeitung einer neuen Methode 
ein Verfahren aufzufinden, welches eine vollstandige Trennung der 
wasser- und saureléslichen Nichtlipoidphosphorverbindungen von den 
Phosphatiden erméglicht. Es muBte ferner ein Extraktionsmitte| 
verwendet werden, in dem die gesamten Phosphatide léslich sind. 

Um diese Trennung zu erreichen, sind wir von einer Tatsache aus- 
gegangen, welche in der Muskelchemie vielfache Anwendung findet. 
Im Trichloressigsiureextrakt der quergestreiften Muskel befinden sich 
neben anorganischem Phosphat folgende organische Phosphorverbin. 
dungen: Kreatin-Phosphorsaure, Adenyl-Pyrophosphorsaure und Hexose- 
monophosphorsaure. .W. Buell, M. Strauss und E. Andros! haben den 
ganzen Gehalt der Muskel an saureléslichem Phosphor auf die letzt- 
genannten Verbindungen zuriickfiihren kénnen. Die Phosphatide 
bleiben im Riickstand mit den EiweiSkérpern und den phosphorhaltigen 
Nucleoproteiden. Diese Erscheinung ist wohl darauf zuriickzufiihren, 
daB alle Phosphatide, welche an und fiir sich ,,wasserléslich“ sind, 
in den Geweben in lockerer Verbindung mit dem Eiwei8 vorkommen 
und mit ihm ausgefallt werden. Unseres Wissens liegen in der Literatur 
keine Angaben vor, wonach sich Gewebephosphatide in 5- bis 10 %,iger 
Trichloressigsiure lésen. Es ist daher verwunderlich, daB diese Tatsache 
bisher fiir die Ausarbeitung von Phosphatidbestimmungsmethoden 
unverwendet geblieben ist. Nur Norberg und Theorell? haben die 
Phosphatide im Trichloressigséureriickstand bestimmt und sind der 
Ansicht, ,,daB die Lipoide bei Fallung in saurer Lésung nahezu quanti- 
tativ das EiweiB begleiten‘‘. Sie machen jedoch keine Angaben zur 
Unterstiitzung dieser Annahme. Diese Methode zur Abtrennung der 
Phosphatide hat leider nicht die Bedeutung erlangt, die sie nach unserer 
Erfahrung verdienen wiirde. 

Fir die Extraktion der Phosphatide aus dem Trichloressigsdure- 
riickstand verwenden wir heiBen Alkohol, welcher nach allgemeiner 


1 J. of biol. Chem. 98, 645, 1933. — 2 Diese Zeitschr. 264, 310, 1933. 
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Keantnis nicht nur die Phosphatide, sondern die gesamten Lipoide zu 
jésen Vermag. 


Simtliche Untersuchungen wurden an menschlichen Hirnen vor- 
genommen. Die Verarbeitung erfolgte 5 bis 24 Stunden nach dem Exitus. 
Wahrend dieser Zeit waren die Leichen im Eiskeller aufbewahrt. Es wurde 
in jedem Falle aus dem Hinterhauptlappen eine Probe entnommen, deren 
Gehalt an grauer und weiBer Substanz ungefahr gleich war. Das Material 
wurde zunachst in einer Reibschale feinst verrieben, um eine gleichmaBige 
Probenahme zu gewahrleisten. Proben von 1 bzw. 1,5 g wurden in einer 
Porzellanschale bis auf 1 mg genau abgewogen. Dann wurde unter gleich- 
zeitiger Zugabe von ganz kleinen Portionen 5° ,iger Trichloressigséiure mit 
einer gewogenen Menge gereinigten Quarzsandes (1 g) zerrieben und quanti- 
tativ in ein Zentrifugenglas iibergefiihrt. Insgesamt wurden dazu 15 cem 
Trichloressigsaure verwendet. Diese Mischung wurde mit einem Glasstab 
gut verriihrt und 3 bis 4 Minuten scharf zentrifugiert. Die Fliissigkeit wurde 
abgegossen, der Riickstand mit einer neuen Portion (14 cem) Trichloressig- 
siure aufgeriihrt und wieder zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde noch 
zweimal wiederholt, um den Nichtlipoidphosphor vollstandig zu entfernen. 
Der Niederschlag wurde mit dem Sand mittels Alkohol in ein 50-cem-MeB- 
kélbchen iibergefiihrt und noch so viel Alkohol zugegeben, bis das Volumen 
etwa 40 cem betrug. Das Kélbchen wurde in ein Wasserbad gebracht und 
dessen Inhalt etwa 6 Minuten unter dauerndem Schiitteln gekocht. Dann 
wurde mit siedendem Alkohol zur Marke aufgefiillt, vorsichtig geschiittelt, 
wieder etwa 1 Minute erhitzt und hei unter Verwendung eines Warm- 
wassertrichters filtriert. Das Verdampfen des Alkohols verhinderte eine 
auf den Trichter gesetzte Schale mit kaltem Wasser. Kalt zu filtrieren, wie 
es Bloor! tut, ist nicht ratsam; denn es zeigte sich, daB sich das zuniichst 
vollkommen klare Filtrat nach dem Abkiihlen triibt. Dieselbe Beobachtung 
wurde von Kimmelstiel (a. a.O.) gemacht. Ob nun diese Triibung nur auf 
Cerebroside zuriickzufiihren ist oder ob es sich hierbei auch um eine Fallung 
von Phosphatiden, etwa um Kephalin handelt, welches an und fiir sich in 
kaltem Alkohol wenig léslich ist, laBt sich nicht bestimmt sagen. 

Eine Phosphorbestimmung im Filtrat gibt nunmehr die Menge der 
vorhandenen Phosphatide an. Das Filtrat wird entweder zum Sieden 
erhitzt und ein aliquoter Teil in einer zur gleichen Temperatur erwarmten 
Pipette abgemessen oder man kiihlt das Filtrat auf Zimmertemperatur ab, 
schiittelt und miBt einen Teil der triiben Lésung ab. (Im letzteren Falle 
ist eine Korrektur wegen der Volumenveranderung einzufiihren.) Der nach 
dem Eindampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wird nach Lieb* mit 
konz. Schwefelséure und Salpetersiure verascht und in dieser Losung der 
Phosphor gravimetrisch oder kolorimetrisch*® bestimmt. 


Diese Methode setzt zweierlei voraus: 1. daB die Phosphatide 
nicht in die 5°%ige Trichloressigsiure iibergehen und 2. daB eine Ex- 
traktionszeit von 6 Minuten ausreicht, um die Phosphatide vollstandig 
in siedendem Alkohol zu lésen. DaB diese zwei Voraussetzungen zu- 
treffen, wurde experimentell auf direktem oder indirektem Weg be- 


! J. of biol. Chem. 82, 273, 1929. — * F. Pregl, Die quantitative or- 
ganische Mikroanalyse, 3. Aufl. Berlin, Verlag Julius Springer, 1930. 
Fiske u. Subbarow, J. of biol. Chem. 66, 375, 1925. 
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wiesen. Es zeigte sich nimlich, wie aus Tabelle I hervorgeht, da \ er. 
schiedene Gewichte derselben Hirnprobe, welche mit der gleichen 
Menge Trichloressigsiurelésung und Alkohol behandelt wurden, Phos. 
phatidwerte ergaben, welche den verschiedenen Gewichten entsprechien, 


Tabelle I. 





Probe Verhiltnis Verhiltnis der mg 
. _ der gefundenen Phosphatid-P 
Gewichte P-Werte pro 100 g Hirn 


: Ge-" ‘ eee 
Nr. schlecht Alter Stunden in g 


1229 71 | 29,5 67,0 % 69,2 % 176,0 


236 4 | 18 0: 66,2 % 65,5 % 184.5 


1264  Q 30 | 16 66,6 % 66,4 %, 179 


1331 Q 65 23 1,006 | 66,7 % 66,8 % 259 
gt | 


* Stunden zwischen Exitus und Verarbeitung. 


Um einen direkten Beweis dafiir zu erbringen, daB sich die Phos. 
phatide in der Trichloressigsaure nicht lésen, wurden zwei gleiche Gewichts- 
mengen derselben Hirnprobe mit verschiedenen Mengen Trichloressig. 
siure ausgewaschen, und zwar die’eine viermal, die andere achtmal mit 
je 14 cem. Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, stehen die dabei gefundenen 
Phosphatidwerte untereinander in guter Ubereinstimmung. 


Tabelle II. 





Zahl der mg 
Nr. Geschlecht Alter Stunden Aus- * Probe in g Phosphatid-P 
waschungen pro 100 g Hirn 
1,500 214 
1,500 218 
1400 | oe | 1,502 246 
| 1508 | 245 
1413 | 11,5 1,499 291 
| 1,498 288 


1392 o 63 | 22 


Um zu beweisen, daB die gesamten Phosphatide in 6 Minuten durch 
siedenden Alkohol extrahierbar sind, wurden folgende Versuche aus- 
gefiihrt : 


Aus der oberen ,,klaren‘‘ Schicht der heiBen, zur Marke auf- 
gefiillten Hirnsuspension wurden 25 ccm mittels einer erwairmten Pipette 
entnommen, hei filtriert und ein aliquoter Teil davon (15 ccm) fiir die 
Phosphorbestimmung abgemessen. Die iibrigen 25 ccm, welche den gréBten 
Teil der Hirnriickstandmasse enthielten, wurden filtriert, der Hirnriickstand 
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im Kélbchen erschépfend mit siedendem Alkohol extrahiert und ein ent- 
sprechender Teil des Filtrats fiir die Phosphorbestimmung entnommen. 
Wie aus Tabelle III hervorgeht, wurden in beiden Fallen die gleichen 
Phosphatidwerte erhalten, womit erwiesen ist, daB eine Extraktionszeit 
yon 6 Minuten geniigt. 


Tabelle III. 





mg-°?/, P mg-°/9 P 


¥ 2 ~ ) 
Genchioche Alter Stundes aus dem 1. Teil aus dem 2. Teil 


1500 fou 55 ‘ 246 236 
245 245 
1413 g 11,5 291 299 
288 285 


Wir haben weiters eine Hirnprobe nach der Zerkleinerung mit Quarz- 
sand direkt, d. h. ohne vorherige Behandlung mit Trichloressigsaure, 
mit absolutem Alkohol extrahiert. Zu Vergleichszwecken wurde eine 
zweite Probe desselben Hirns zuerst mit Trichloressigsaure, dann der 
Niederschlag hiervon mit Alkohol extrahiert. Wie aus Tabelle IV 
ersichtlich ist, betrigt die Differenz des Phosphorgehalts der beiden 
Alkoholextrakte etwa 15°. Daraus geht hervor, daB eine direkte 
Alkoholextraktion nicht angangig ist. 

Da aber andererseits der Gehalt an sdureléslichem Phosphor etwa 
60 mg in 100g Hirn betragt, ist die oben angefiihrte Differenz von 
15% nicht ohne weiteres durch diesen séureléslichen Phosphor zu er- 
kliren. Zur Kontrolle des oben angefiihrten Befundes wurden daher 
nochmals zwei Proben desselben Hirns gleichzeitig verarbeitet, und zwar 
wurde die eine Probe direkt, die andere erst nach Behandlung mit Tri- 
chloressigsiure mit Alkohol extrahiert. Weiters wurde neben dem 
Phosphorgehalt der beiden Alkoholextrakte auch der in die Trichlor- 
essigsiurelésung iibergegangene Phosphor bestimmt. Dabei wurde in 
dem trichloressigsauren Filtrat und dem Alkoholextrakt der einen 
Hirnprobe insgesamt wesentlich mehr Phosphor gefunden als in dem 
direkten Alkoholextrakt der anderen Hirnprobe. Fiir diese Diskrepanz 
sind zwei Erklarungen denkbar: 1. daB ohne vorherige Behandlung mit 
Trichloressigséure eine vollstandige Extraktion der Phosphatide mit 
Alkohol unméglich ist, oder 2., was wahrscheinlicher ist, daS durch den 
heiBen Alkohol nicht die gesamte Menge der siureléslichen Phosphor- 
verbindungen extrahiert wird. 

Das oben beschriebene Verfahren gestattet es, die gesamte Menge 
der Phosphatide bzw. des Lipoidphosphors zu ermitteln. Unter ,,Phos- 
phatiden’‘ sind verschiedene Substanzen zu verstehen und zwar sind 
im Hirn folgende Verbindungen oder Klassen von Verbindungen isoliert 
worden: Die Lecithine, die Kephaline, die Sphingomyeline, ein ather- 
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Tabelle IV. 





mg-9/o P im Alkoholextrakt 





cater a A . m 0 F 
Alter Stunden Probe | nach Fillung ohne Fallung a 


ing 
8 siurefiltra 


Ge- 
schleeht 





mit Trichloressigséure 
53 1,499 150,4 
1,500 170,0 
31 1,498 133 
1,500 157 


683 40 d 1,021 180,2 
1,229 197,8 


unlésliches Lecithin!. Wir sind bestrebt gewesen, diese verschiedenen 
Substanzen gesondert zu bestimmen und deren Verhaltnis zueinander 
zu untersuchen. 

Zu diesem Zweck sind wir folgendermaBen vorgegangen: Der 
alkoholische Extrakt des mit Trichloressigsiure behandelten Hirns 
wurde bei etwa 60° unter Aufblasen von Luft zur Trockne eingedampft. 
Der Riickstand wurde nach Zugabe von etwa | g wasserfreiem Natrium- 
sulfat erschépfend mit trockenem Ather extrahiert. Wie aus Tabelle V 
hervorgeht, betrug der Phosphorgehalt des Atherauszuges etwa 80°, 
des Phosphorgehalts der alkoholischen Lésung. Ob dieses Verfahren 
eine vollstandige Trennung der Kephaline und Lecithine von den in 
reinem Zustand atherunléslichen Sphingomyelinen und dem Merzschen 
Lecithin gestattet, la8t sich mit Sicherheit nicht entscheiden. Eines steht 
jedoch fest: Die Methoden, welche darauf beruhen, die gesamten Phos- 
phatide in der atherischen Lésung zu bestimmen, kénnen nicht richtig 
sein. 

Was den Gehalt dieser atherischen Lésung an Phosphatiden 
betrifft, so ist das Vorhandensein von bekannten Verbindungen auber 
den Lecithinen und Kephalinen nicht festgestellt. Wie jedoch aus 
Tabelle V hervorgeht, kann es sich hierbei nicht lediglich um Mono- 
Amino-Phosphatide handeln, denn, wenn das der Fall ware, so miibte 
das N: P-Verhaltnis 1:1 sein. In Wirklichkeit betragt dieses Ver- 
haltnis 2 bis 3: 1, was nicht auf Verunreinigungen durch Sphingomyeline 
zurtickzufiihren ist, sondern vielmehr dafiir spricht, daB noch unbekannte, 
stickstoffhaltige Lipoide vorliegen. Dariiber, ob diese Verbindungen 
oder ein Teil davon auch Phosphatide sind, oder anders ausgedriickt, 
ob dieser Phosphor nur auf Lecithine und Kephaline zu beziehen ist, 
wie man allgemein annimmt, oder ob ein Teil dieses Phosphors mit dem 
,, UberschuB‘'-Stickstoff irgendwie verbunden ist, laBt sich Sicheres 
nicht sagen. 


1 Merz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 196, 10, 1931. 
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Zur Kenntnis der Phosphatide und Cerebroside. 


Tabelle V. 





Ge ' mg-° o Pim mg-°/o P im mg-°/, N im 
schlecht Alter Stunden | alkoholischen iitherischen atherischen 
' é Extrakt Extrakt Extrakt 


106 60 é 191,5 143,5 
? ? 207,3 173,3 
’ 155,8 125,7 
279 | 42 189,6 161,8 180 2,46: 1 
| 60 190,6 163,5 155 2,04 : 1 
40 180,2 101,8 117,9 2,66 : 1 


Zur Kenntnis der Cerebroside. 


Die meisten fiir die Bestimmung der Cerebroside angegebenen 
Verfahren beruhen auf der Ermittlung des Reduktionsvermégens der 
bei der Hydrolyse entstehenden Galaktose. Einige dieser Methoden 
setzen folgendes voraus: 1. DaB sich im Hirn vor der Hydrolyse keine 
reduzierenden Substanzen vorfinden; 2. dab Galaktose die einzige 
reduzierende Substanz ist, welche bei der Hydrolyse entsteht. AKimmel- 
stiel (a.a.O.) konnte feststellen, daB die erste Voraussetzung nicht 
zutrifft, halt aber die zweite fiir richtig. 


Wir méchten uns mit dem Verfahren von Kimmelstiel naher be- 
fassen, da seine Methode der unseren in mancher Hinsicht gleicht. 
Kimmelstiel extrahiert das frische Material erschépfend mit heifem 
Alkohol, verdunstet einen aliquoten Teil des Auszuges zur Trockne, 
hydrolysiert mit Salzsiure und bestimmt nach der Neutralisation die 
Galaktose nach Hagedorn-Jensen. Von dem auf diese Weise erhaltenen 
Wert wird der sogenannte ,,Anfangswert‘‘ subtrahiert, welcher die 
Menge der vor der Hydrolyse vorhandenen reduzierenden Substanzen 
darstellt. 


Wir verwenden zur Bestimmung der Cerebroside den alkoholischen 
Extrakt des mit Trichloressigsiure behandelten Hirns, also dieselbe Lésung, 
welche auch zur Phosphatidbestimmung dient. Dieser Extrakt wird ent- 
weder zum Sieden gebracht und ein aliquoter Teil davon in einer auf gleiche 
Temperatur erhitzten Pipette abgemessen, oder es wird, was zweckmabBiger 
ist, die Lésung auf Zimmertemperatur abgekiihlt und davon abpipettiert. 
Das zweite Verfahren kann nur an vorher mit Trichloressigsiure behandelten 
Hirnen vorgenommen werden, da es beim Abkiihlen nur zu einer schwachen 
Triibung der Lésung kommt, wahrend es im alkoholischen Extrakt eines 
nichtvorbehandelten Hirns bei der Abkiihlung zu einer echten Ausfaillung 
von ,,substance blanche’ kommt. Die abgemessene Menge wird in ein 
25-cem-MeBkélbchen aus Jenaer Glas mit rundem Boden iibergefiihrt. 
Das Kélbchen wird senkrecht in kochendes Wasser gestellt, um den Alkohol 
vollstandig zu vertreiben. 5 ccm 11°,iger Salzsiure werden zugesetzt und 
die Fliissigkeit 1 Stunde bei 105° erhitzt. Dabei ist zu beachten, da 105° 
tatsichlich die Temperatur der Fliissigkeit sein muB. Zweckmabig bringt 
man daher die Thermometerkugel im Trockenschrank in die gleiche Ebene 
wie die Fliissigkeit. 
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Nach dem Abkiihlen wird die minimalste Menge Methylrot, etwwa 
ein Tropfen einer 0,01°,igen wasserigen Lésung dazugegeben. Grotiere 
Mengen sind zu vermeiden, da Methylrot selbst reduzierend wirkt. Es wird 
nun mit 15° iger Natronlauge neutralisiert, wieder mit 11° iger Salzsiiire 
tropfenweise angesduert und mit n/10 Natronlauge zum Umschlagspuikt 
gebracht. Danach werden noch 2 ccm n/10 Natronlauge zugesetzt und mit 
Wasser zur Marke aufgefiillt. Nach dem Filtrieren werden 10 cem in eine 
Hagedorn-Jensen-Eprouvette gebracht, 4ccm destilliertes Wasser und 
2cem Kaliumferricyanidl6sung dazugegeben und die Bestimmung. nac! 
Hagedorn-Jensen fortgesetzt. 


Ein Blindversuch wird immer gleichzeitig durchgefiihrt : 5 cem 11° ige) 
Salzsaure werden in einem 25-cem-MeBkélbchen mit 15° iger Natronlauge 
neutralisiert usw., wie oben beschrieben. Subtrahiert man die Zahl der fii: 
die erste Bestimmung gebrauchten Menge n/200 Thiosulfatlésung von dem 
, Blindwert*‘, so bekommt man eine Zahl, welche ein direkter Ausdruck 
fiir die in Frage kommende Galaktosemenge ist. Letztere ermittelt man 
am besten aus einer Kurve, welche man sich zweckmaBig selbst in folgender 
Weise herstellt: Zu je 10cem einer Blindversuchslésung werden 0,1, 0,3, 
0,4 mg Galaktose gegeben, nach Auffiillung mit dest. Wasser auf 14 ccm 
werden 2ccm Kaliumferricyanidlésung zugesetzt und die Bestimmung zu 
Ende gefiihrt. Die Differenzen des Verbrauchs an n/200 Thiosulfatlésung 
gegeniiber einem Leerversuch werden auf der einen Achse, die ent- 
sprechenden Galaktosemengen auf der anderen Achse des Koordinaten. 
systems aufgetragen. Es resultiert hierbei eine gerade Linie. 

Von der Richtigkeit dieses Verfahrens haben wir uns wie bei der 
Phosphatidbestimmung auf direktem und indirektem Wege iiberzeugt. 
Der Cerebrosidgehalt laBt sich aus verschiedenen mit der gleichen Menge 
Trichloressigsiure und Alkohol behandelten Gewichten derselben Hirn- 
probe gleich gut bestimmen (Tabelle VI). Ferner bringt Tabelle VII 
einen direkten Beweis dafiir, daB sich die Cerebroside ebensoweniy 
wie die Phosphatide in 5°iger Trichloressigsdure lésen. 


Tabelle VI. ~ 





Verhaltnis der 0. 
erhaltenen 


Probe Verhiltnis der oO. 
ing Gewichte Werte Cerebroside 


Nr Ge- 


| 
schlecht Alter Standen | 


| | 

1310) o | 69 8,7 1,000 66,7 % 65,0 % 1,605 
30 

1331 10 | 687% 70,0 % 1,577 
9) 

1.0 66,7 % 67,3 % 1,371 
D 


11,5 | 1,0 66,7 % 67,2 % 1,531 
1,5 


Die offenbaren Vorteile unserer Methode sind folgende: 1. DaB man 
die Phosphatide und Cerebroside in derselben Lésung bestimmen kann: 
2. daB man sich die Miihe der erschépfenden Extraktion etwa mit dem 
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Zur Kenntnis der Phosphatide und Cerebroside. 


Tabelle VII. 





| Zahl der Aus- al 
Geschlecht | Alter Stunden waschungen mit ‘ 
Trichloressigsaure 


) 
Cerebroside 


53 4 1,334 
1,357 
31 5 1,334 
1,371 


Soxlethapparat erspart; 3. daB bei unserer Methode der ,,Anfangswert** 
entfallt. Es hat sich namlich gezeigt, daB Anfangswert und Blindwert 
gleich sind. Die Substanzen, welche vor der Hydrolyse reduzierend 
wirken, werden schon durch die Behandlung mit Trichloressigsiure 
entfernt. Der Anfangswert wurde folgendermaben ermittelt: 


3 cem des alkoholischen Extrakts werden zur Trockne verdunstet, mit 
etwa 10cem Wasser versetzt und etwa 10 Minuten auf dem Wasserbad 
erhitzt. 5cem 11°,iger Salzsiure werden zugesetzt und sofort mit Natron- 
lauge wie oben beschrieben neutralisiert. Zum SchluB gibt man 0,1 cem 
45°,ige Zinksulfatlésung und die zur Erzeugung des Zinkhydroxydnieder- 
schlags berechnete Menge Natronlauge zu, fiillt mit Wasser zur Marke auf 
und filtriert. Den Blindwert ermittelt man wie oben beschrieben, dazu 
kommt noch Zinkhydroxyd wie bei dem Anfangswert. 


4. Bei unserer Methode wird der Galaktosegehalt durch zwei 
Titrationen, also durch eine Subtraktion, ermittelt. Nach Kimmelstiel 
muB man fiir jede Bestimmung vier Titrationen, also drei Subtraktionen 
vornehmen; denn nach seiner Methode kommen folgende Werte in 
Betracht: a) Hydrolysewert, b) Anfangswert, c) Salzwert, was unserem 
Blindwert entspricht, d) Leerwert. Diese Werte sind in mg Galaktose 
ausgedriickt. Nach Kimmelstiel wird der Salzwert vom Hydrolysewert 
abgezogen (,,Hydrolyse netto‘). Der Leerwert wird vom Anfangswert 
subtrahiert (,,Anfangsbestimmung netto‘'). Die Differenz zwischen 
diesen beiden Nettowerten ergibt dann erst den eigentlichen Galaktose- 
gehalt. Dadurch erscheinen im endgiiltigen Resultat die Fehler von 
vier Titrationen. DaB diese Fehler nicht unbedeutend sind, beweist 
die Berechnung, daB bei einer geringen Menge Galaktose (etwa 0,1 mg) 
der Fehler jeder Titration zumindest 3 °, und damit der jeder Subtraktion 
6%, betragt. 


In diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, daB die von uns 
angefiihrten Cerebrosidwerte nicht als Absolutwerte anzusehen sind: 
denn ihre Bestimmung griindet sich auf die Menge reduzierender Sub- 
stanz, die bei ihrer Hydrolyse mit Salzsiure entsteht. Die Frage, ob 
die Reduktionskraft dieses Hydrolysates der urspriinglichen Cerebrosid- 
menge proportional ist, kénnen wir bis jetzt nicht eindeutig beantworten. 
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Sowohl Levene und Meyer! wie Loening und Thierfelder? und in jiingerer 
Zeit Kimmelstiel (a.a.O.) haben sich mit der Klarung dieses Verhiilt. 
nisses befaBt, ohne jedoch untereinander tibereinstimmende Ergebnisse 
zu erzielen. Wir haben daher einerseits das Verhalten reiner Galaktose 
bei Behandlung mit 11 °%,iger Salzséure bei 105° durch 1 Stunde unter. 
sucht und konnten dabei keine einheitlichen Resultate bekommen. 
Die durchgefiihrten Bestimmungen deuten darauf hin, daB die Galaktose 
bei dieser Behandlung eine teilweise Zersetzung erleidet. Andererseits 
haben wir reines Kerasin und auch Cerebron® in der angegebenen 
Weise hydrolysiert. Besonders die letztgenannte Substanz bietet ihrer 
quantitativen Erfassung durch Bestimmung der Galaktose bis jetzt 
nicht geklarte Hindernisse. Es wird die Aufgabe weiterer Untersuchungen 
sein, einwandfreie Bedingungen fiir die Hydrolyse und die darauf 
folgende Bestimmung der Cerebroside festzulegen. 


Wir haben uns aber dennoch veranlaBt gesehen, unsere bisherigen 
Ergebnisse mitzuteilen, die zwar mit der Analytik der Cerebroside nicht 
unmittelbar zu tun haben, die aber die Freilegung dieser Kérper aus der 
Gehirnsubstanz in wesentlicher Weise férdern und damit die Grundlage 
fiir ihre exakte Bestimmung bieten kénnen. 


Verhalten der Cerebroside und der Phosphatide des Gehirns nach dem Tode. 


Wie oben erwahnt, wurden unsere Bestimmungen an menschlichem 
Leichenmaterial vorgenommen. Zur Beantwortung der Frage, ob nicht 
die Cerebroside und Phosphatide kurz nach dem Tode teilweise zerfallen, 
wurden folgende Versuche angestellt : 


Vier Meerschweinchen wurden durch Entblutung getétet, die eine 
Hemisphare des GroBhirns sofort entnommen und in einer gemessenen 
Menge 5 °,iger Trichloressigsaure fixiert, wihrend die andere Hemisphire 
in situ belassen und erst nach 4 bis 6stiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur verarbeitet wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle VIII 
zusammengefaBt. Daraus ergibt sich, daB weder die Cerebroside, noch 
die Phosphatide einen Zerfall innerhalb weniger Stunden erleiden, 
vorausgesetzt, daB in den wenigen Minuten zwischen dem Tode und dem 
Fixieren in Trichloressigsiure kein Zerfall stattgefunden hatte, was bei 
Cerebrosiden und Phosphatiden sehr unwahrscheinlich ist. Zwar_ be- 
finden wir uns mit diesen Befunden im Widerspruch zu den Angaben 
von Kimmelstiel4, wonach innerhalb von 2 Stunden eine Spaltung von 
etwa 9 bis 10° stattfindet. Diesbeziiglich verweisen wir jedoch auf 


1 J. of biol. Chem. 31, 627, 1917. - ® Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 
202, 1912. * Wir verdanken das Praparat der Liebenswiirdigkeit des 
Herrn Prof. Dr. E. Klenk, Tiibingen, und sind ihm dafiir besonders ver- 
pflichtet. — ‘4 Diese Zeitschr. 212, 347, 359, 1929. 
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ingerer unsere Kritik seiner Methodik, aus welcher hervorgeht, daB der Wert 
erhilt. [—F von 10% wohl innerhalb der Fehlergrenzen seiner Arbeitsweise liegt. 
ebnisse ; 
laktose EF Tabelle VIII. 
unter- — 
; Stunden zwischen | 
mmen, : Nr. | _Tod und Probe in g mg-°/>) P g-/, Cerebroside 
laktose | Verarbeitung | Be 
rerseits a . 
I 0,5 1,336 187 1,024 
ebenen 6 1,398 190 1,080 
t ihrer ‘ 0,75 1,319 166 0.996 
8 jetzt , 6 1,118 165 1,018 
1ungen &f 3% 0,15 1,329 182 0,947 
darauf : 4 1,189 | 179 0,968 
0,25 1,461 203 Ls 

: 4 1,263 196 1,05 
lerigen i 
2 nicht Die Phosphatidbestimmung in der PreBhefe. 


us der 


i Bei der Anwendung unserer Phosphatidbestimmungsmethode auf 


die Hefe (obergirige Backereihefe) ergaben sich interessante Beob- 
achtungen, welche in Tabelle 1X zusammengefaBt sind. 





) Tode, 
: Tabelle IX. 
lichem 
) nicht mg-°/) P im mg-9!9 P ion 
5 ; Art der Zerstérung  Trichloressigsaéure- alkoholischen 
fallen, ans Probe in g der Zellwande filtrat pro 100g Extrakt pro 100g 
Trockenhefe Trockenhefe 
e eine 1 1,00 feucht Seesand 448 218 
1 1,00 - 382 104 
ssene fi 
a 2 1,00 Seesand 311 157 
sphiire 2 1,00 « 250 50,4 
nmer- 3 1,00 Seesand - 172 
VI 3 1,00 Na, SO, . 110 
: 3 1,00 9 - 148 
noch 3 0,30 trocken Toluol 467 nichts 
eiden 4 1,00 feucht Seesand — 189 
| 4 1,00 i Na, SO, 104 
1 dem 4 ae . 123 
as bei 4 0,30 trocken Toluol 627 nichts 
ir be- 
gaben § Aus dieser Tabelle geht folgendes hervor: 


5 vom 1. Die Methode, wie sie fiir die Bestimmung der Hirnphosphatide 
auf beschrieben wurde, kann nicht ohne weiteres auf die Hefe angewendet 
g 
werden. Die Zellwainde miissen vorher zerst6rt werden. 


2. Bei 15 Minuten langem Stehen der mit Sand zerriebenen Hefe 
in 10 %iger Trichloressigsaure geht die gesamte Menge des saureldéslichen 
Phosphors in die Trichloressigsiure iiber, was daraus hervorgeht, dab 

Q* 
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nachfolgende Auswaschungen mit 5°%,iger Trichloressigsiure phosphor. 
frei sind. Bei intakten Hefezellen ist dies jedoch nicht der Fall. 


3. Unter den fiir die Zerstérung der Zellwinde verwendeten Ver. 
fahren bewahrt sich das Zerreiben der Feuchthefe (Wassergehalt 70 bis 
80 °%,) mit Seesand durch 20 Minuten am besten. Erhitzen der Hefe 
mit trockenem Natriumsulfat auf 40° und Abkiihlen unter dauerndem 
Zerreiben gibt niedrigere Werte. 

Wenn man die Hefe autolysiert, trocknet und der Behandlung 
mit Trichloressigsiure unterwirft, so geht die gesamte Menge des Phos- 
phors in das Trichloressigsdurefiltrat und der alkoholische Extrakt des 
Riickstandes bleibt phosphorfrei. Ob die Autolyse mit Toluol eine 
Auflésung der lockeren Bindung zwischen den Phosphatiden und dem 
Eiweif bewirkt, oder ob die Phosphatide weiter bis in Glycerinphosphor- 
siure bzw. Phosphorsaure zerfallen, dariiber laBt sich vorlaufig nichts 
aussagen. 
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Untersuchungen iiber die Einwirkung hydrotroper Substanzen 
auf das Fibrinogen und die Blutgerinnung*. 
Von 
Ilse Meissner und Edgar Wohlisch. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Den Begriff der Hydrotropie hat Newberg (1) in die Literatur ein- 
gefiihrt. Er versteht darunter die Fahigkeit gewisser Stoffe, die Wasser- 
léslichkeit anderer, schwerer léslicher Stoffe stark zu erhéhen. Der- 
artige Hydrotropica sind vor allem zahlreiche Alkalisalze organischer 
Saiuren, z. B. Benzoate, Phenolate, Salicylate usw., ferner in sehr aus- 
gesprochenem Mafe der Harnstoff und einige seiner Derivate. Gemein- 
sam ist allen Hydrotropica eine sehr hohe eigene Wasserléslichkeit. 
Die hydrotrope Léslichkeitssteigerung erstreckt sich auf ganz ver- 
schiedene Stoffe, wie z. B. EiweiBkérper, Fette, Starke, Alkaloide und 


organische Substanzen. Hydrotrope Wirkungen sind vereinzelt schon 
vor Neuberg beobachtet worden. So z. B. fand Mauthner (2) [zit. nach 
Spiro (3)] eine starke Quellung und schlieBlich Auflésung von Fibrin 
bei Zusatz von Cholin!. Er berichtet ferner, daB HiihnereiweiB in 
Gegenwart von Cholin gekocht werden kénne, ohne daB eine Gerinnung 
auftrete. Das durch die Einwirkung des Cholins auf das EiweiB ent- 
standene Produkt faBte Mauthner als eine den Alkalialbuminaten ana- 


loge Verbindung, Cholinalbuminat, auf. 

Ph. Limbourg (4) fand als erster, da8 HarnstoffeiweiBlésungen 
unkoagulierbar durch Hitze sind und gab an, daB Fibrin in Harnstoff- 
lésungen gelést werden kénne. Dies wurde durch Spiro (3) bestatigt. 
Dieser Autor fand bereits, daB eine EiweiBharnstofflésung nach Ent- 
fernung des Harnstoffs durch Dialyse ihre Hitzekoagulierbarkeit 
wiedergewinnt. Der Harnstoff bewitkt hiernach also offenbar keine irre- 
versiblen Verainderungen am Protein. Andererseits hat Hopkins (5) 
eine Denaturation von Eiweif durch Harnstoff und verwandte Sub- 
stanzen beschrieben. 


* Ferdinand Flury zum 60. Geburtstage gewidmet. —- Dissertation der 
Medizinischen Fakultat Wiirzburg. 

1 Bei Mauthner heiBt es Neurin statt Cholin. Die Richtigstellung er- 
folgte durch Spiro (3). 
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Nicht untersucht ist bisher anscheinend die wichtige Frage, 0) 
durch die Hydrotropica die Hitzedenaturation des Eiweifes als solche. 
oder nur das Ausflocken des Denaturationsproduktes verhindert wird. 

Den Einflu8 des Harnstoffs auf die Viskositét des Fibrinogens 
studierten unlingst Wdéhlisch und Kiesgen (6). Danach ist die von ihnen 
aufgefundene, bei genuinem Fibrinogen sehr ausgesprochene Anomalitiit 
des viskosimetrischen Verhaltens in Gegenwart von Harnstoff stark 
herabgesetzt. 

Die vorliegende Arbeit bringt einen weiteren Beitrag zur Frage 
der hydrotropen Veradnderung des Fibrinogens, seiner Gerinnbarkeit 
durch Thrombin und seiner Verdaulichkeit durch hydrolysierende 
Fermente. 

II. Experimenteller Teil. 

Die Herstellung der Fibrinogenlésungen geschah aus Pferdeoxalat- 
plasma nach dem Verfahren von Bordet (7), bei welchem aus dem Plasma 
zunachst durch Ausschiitteln mit tertiérem Calciumphosphat das Pro- 
thrombin entfernt wird. AnschlieBend folgt eine zweimalige Fallung des 
Fibrinogens durch Halbsaéttigung mit Kochsalz. Zum Schlu8 wird das 
iiberschiissige Salz durch Dialyse gegen 0,9°,ige NaCl-Lésung entfernt. 
Der EiweiBgehalt der Lésungen wurde in den meisten Fallen analytisch 
ermittelt. 


1. EinfluB einiger Hydrotropica auf die Triibung der Fibrinogenlésungen. 

Bei Zusatz gréBerer Mengen von Harnstoff zu einer Fibrinogen- 
lésung kann man schon bei Betrachtung mit dem bloBen Auge ein sehr 
auffallendes Verschwinden der fiir das Fibrinogen charakteristischen 
Opaleszenz feststellen. Anscheinend parallel damit nimmt auch die 
beim Fibrinogen sehr ausgesprochene Eigenschaft des Fddenziehens 
diese wird neuerdings vielfach als ,,Spinnbarkeit bezeichnet — unter 
Umstdnden bis zum villigen Verschwinden ab. 

' In einer gré®eren Zahl von Versuchen ermittelten wir den Trii- 
bungsgrad der Lésungen als Funktion der Konzentration des Hydro- 
tropicums. Zur Verwendung gelangten dabei in der Hauptsache Harnstoff 
und Natriumhippurat, daneben auch Natriumbenzoat und Natrium- 
salicylat. RegelmaBige Ergebnisse waren nur mit den beiden erst- 
genannten Substanzen zu erhalten. 

Die Triibungsmessungen erfolgten mittels des Zeiss-Pulfrichschen 
Stufenphotometers in Verbindung mit dem zugehdérigen Triibungsmesser. 
Als UntersuchungsgefiB wurde fiir jede Versuchsreihe ein und dasselbe 
Reagensglas in stets der gleichen eigenreflexfreien Stellung innerhalb des 
Triibungsmessers verwendet. Die ermittelten Werte der relativen Trii- 
bung 7'p beziehen sich auf das eingebaute Vergleichslicht 4 und das griine 
Okularfilter Z,. 

Die Triibungskurven der Versuche mit Harnstoff, Natrium- 
hippurat und Natriumbenzoat zeigten einen grundsatzlich ahnlichen, 
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S-formigen Verlauf, und zwar eine standige Abnahme der Triibung mit 
steigender Konzentration des Hydrotropicums (Beispiel Abb. 1). Die 
Versuche mit Natriumsalicylat ergaben in einigen Fallen einen sehr 
iiberraschenden Gipfel der Triibung bei einer Konzentration des Hydro- 
tropicums von etwa 12,5% (Abb. 2). In anderen Fallen fiihrte die 
gleiche Konzentration bereits zu einer Gelatinierung des Fibrinogens. 
Alle Kurven streben schlieBlich asymptotenartig einem Minimalwert 
der Triibung zu, der anscheinend nicht viel héher liegen diirfte als der 
Triibungsgrad des gewohnlichen destillierten Wassers. 

Als Nebenbefund konnten wir fest- 


stellen, daB die Ausgangswerte der Trii- 
bung verschiedener Fibrinogenlésungen 
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Abb. 1. Versuch vom 30. Oktober 1935. Abb. 2. Versuch vom 23. November 1935. 


Relative Triibung 7p einer 0,8 °/oigen 

Lésung von Pferdefibrinogen mit 0,9 9), 

NaCl als Funktion der Harnstoffkonzen- 
tration Cy: 


Relative Triibung Tp einer 1,08 °/oigen 

Lésung von Pferdefibrinogen mit 1,13 °/ 

NaCl als Funktion der Natriumsali- 
eylatkonzentration C gq), 


ohne jeden Zusatz stark variieren und nicht etwa einfach der Einweib- 
konzentration parallel gehen. So zeigte z. B. eine 1,08°%%ige Pferde- 
fibrinogenlésung vom 22. November 1935 den Wert 7’, = 52,2, eine 
nur 0,8 %ige Lésung vom 30. Oktober 1935 unter gleichen Bedingungen 
dagegen den Wert 7', = 312,0. Die Entscheidung der interessanten 
Frage, ob die Triibungswerte der genuinen Fibrinogenlésungen eine 
eindeutige Beziehung zu ihrer Stabilitat aufweisen, mu spaterer 
Untersuchung vorbehalten werden. 


2. Die Reversibilitat der hydrotropen Verdnderung und die Hemmung der 
Spontandenaturation des Fibrinogens. 


Wie bereits erwihnt, sollen nach Hopkins (5) EiweiBlésungen durch 
Harnstoff eine Denaturation erfahren. In den folgenden Versuchen 
sollte gepriift werden, ob dies auch fiir das Fibrinogen zutrifft. 


Je 1,0cem einer Fibrinogenlésung mit 0,8°, EiweiBgehalt wird mit 
30°, Harnstoff bzw. Natriumhippurat versetzt. Nach einigen Stunden 
Einwirkungsdauer werden die Hydrotropica durch Dialyse gegen 0,9 °,ige 
NaCl-Lésung wieder entfernt. Nach der Dialyse haben die Fibrinogen- 
lésungen schon fiir die makroskopische Betrachtung ihr charakteristisches 
Aussehen wiedergewonnen. Vor allem aber zeigen sie die physikochemischen 
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Kennzeichen des echten Fibrinogens: Gerinnung bei Zusatz von Throml) 
Fallung durch Halbsattigung mit Kochsalz und Hitzekoagulation bei 5: 
In unseren Versuchen erwies sich also der EinfluB der Hydrotropica auf das 
Fibrinogen als vollig reversibel. 

Auf Grund dieser Ergebnisse versuchten wir Fibrinogenlésungen 
durch Zusatz von Harnstoff vor dem Eintreten der spontanen Dena. 
turation und Gerinnung zu schiitzen. Diese Versuche hatten vollen 
Erfolg. Eine Fibrinogenlésung mit einem Gehalt von etwa 30° Harn- 
stoff kann monatelang ohne irgendein Desinfektionsmittel im Eis. 
schrank aufbewahrt werden, ohne ihre Eigenschaften irgendwie zu 
verindern. Nach Entfernung des Harnstoffs durch Dialyse gegen 
0.9% ige NaCl-Lésung hat man eine vorziigliche, zu Gerinnungs. 
versuchen sehr geeignete Fibrinogenlésung vor sich. Diese Versuche 
beweisen, daB durch Harnstoff das Fibrinogen gegen die sonst unweiger- 
lich einsetzende spontane Denaturation weitgehend geschiitzt und nicht 
etwa nur das gebildete Denaturationsprodukt Fibrin in Lésung ge- 
halten wird. Ein annihernd ahnlich wirksames Verfahren zur Konser- 
vierung von Fibrinogenlésung-— und vermutlich auch von manchen 
anderen Eiweiblésungen — ist uns nicht bekannt. 


3. Hydrotrope Beeinflussung der Stabilitdt des Fibrinogens. 

Um die Beeinflussung der Stabilitaét des Fibrinogens durch die 
Anwesenheit hydrotroper Substanzen zu priifen, wurden Fallungs- 
versuche mit Alkohol, Tannin, Kochsalz und Essigsiure vorgenommen, 
ferner wurde der EinfluB auf die Hitzekoagulation untersucht. 

Das Ergebnis eines Flockungsversuchs mit Tannin bei Stabili- 
sierung des Fibrinogens durch Harnstoff ist in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. Fallung von leem Fibrinogenlisung mit 0,3°, Eiweif- 
gehalt durch 0,1°ige Tanninlésung. 





Harnstotf Flockende Tannindosis Harnstoff Flockende Tannindosis 
% ecem 9/9 cem 
0 1,0 15 2,2 
5 if 20 2,4 
10 2,0 25 2,6 


Grundsatzlich ahnlich verlief der Versuch auch bei Zusatz von 
Alkohol als Fallungsmittel und bei Verwendung anderer Hydrotropica. 
Auf die ausfiihrliche Wiedergabe aller Versuchsprotokolle kann daher 
verzichtet werden. Bei sehr hohen Konzentrationen der Hydrotropica 
(40%) war iiberhaupt keine Fallung mehr durch Alkohol oder Tannin 
zu erzielen. Es erhebt sich hier wiederum die Frage, ob das H ydrotropicum 
in diesem Falle lediglich die Ausflockung des denaturierten Fibrinogens 
oder die Denaturation selbst — wie im Falle der Spontandenaturation — 
verhindert. Zur Entscheidung dienten die folgenden Versuche: 
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Zu leem mit 40°, Natriumhippurat versetzten Fibrinogens werden 
j0cem 0,1°,iger Tanninlésung gegeben. Die Lésung bleibt klar. In einer 
ersten Dialyse gegen 40° ,ige Hippuratlésung wird das Tannin entfernt. 
Danach ist die Lésung noch klar’ Entfernt man aber in einer zweiten 
Dialyse gegen 0,9°,ige NaCl-Léstng auch das Hippurat, so tritt eine 
Flockung auf. 

Gleichsinnig fielen die Versuche aus, wenn Harnstoff als Hydro- 
tropicum oder Alkohol als Fallungsmittel verwendet wurde. Auf aus- 
fiihrliche Wiedergabe der Versuche kann daher verzichtet werden. 
Sie beweisen, daB in diesen Féillen durch die Hydrotropica nicht die 
Denaturation selbst, sondern nur die Ausflockung des Denaturations- 
produktes verhindert wurde. 

Ganz ahnlich ist der EinfluB unserer Hydrotropica auf die Hitze- 
denaturation des Fibrinogens: 

Erhitzt man eine mit 30°, Harnstoff oder Hippurat versetzte Fibri- 
nogenlésung auf 100°, so bleibt sie vollkommen klar. Newberg (1) zog hieraus 
den SchluB, daB durch Hydrotropica die Hitzedenaturation des Fibrinogens 
verhindert wird. Spiro (3) und Limbourg (4) behaupteten das Gleiche im 
Spezialfalle des Harnstoffs. In Wirklichkeit liegen die Verhaltnisse aber 
anders: Entfernt man namlich nach dem Erhitzen auf 100° den Harnstoff 
durch Dialyse gegen 0,9°,ige NaCl-Lésung, so flockt das Fibrinogen aus. 

Wie in den oben beschriebenen Versuchen mit Zusatz von Tannin 
oder Alkohol wird also durch den Harnstoff nicht die Hitzedenaturation 
selbst, sondern nur die Ausflockung des Denaturationsproduktes verhindert. 
Gleiche Ergebnisse zeitigten analoge Versuche mit Hippurat. 

Die folgenden Versuche zeigen, da durch die Hydrotropica nicht 
einmal die normalerweise bei etwa 54 bis 56° gelegene Denaturationstem pe- 
ratur wesentlich verdndert wird: 

Fibrinogenlésungen mit einem Harnstoff- bzw. Hippuratgehalt von 
30°, werden jeweils 2 bis 3 Minuten auf 50° bzw. 56, 60, 65 und 70° im 
Wasserthermostaten erwairmt. Dann werden die Lésungen zur Entfernung 
der Hydrotropica wiederum gegen 0,9°,ige NaCl-Lésung dialysiert, wobei 
nur die auf 50° erhitzte Lésung klar blieb, wahrend in allen anderen Fallen 
eine Eiwei®flockung auftrat. 

Auch die charakteristische Aussalzbarkeit des Fibrinogens wird 
durch die Anwesenheit von Harnstoff bzw. Hippurat sehr erschwert. 
Wahrend das native Fibrinogen schon durch Halbsattigung mit NaCl, 
d.h. durch Zusatz des gleichen Volumens einer gesattigten NaCl- 
Lésung, ausfallbar ist, steigt die zur Fallung von 1 cem Fibrinogen- 
lésung fiihrende Menge gesattigter NaCl-Lésung auf 7 ccm bei An- 
wesenheit von 30°, Harnstoff bzw. 24 ccm bei Anwesenheit von 30°, 
Hippurat. 

Hier ergab sich ein interessanter Nebenbefund: Zentrifugiert man 
die durch NaCl-Zusatz gewonnenen Fallungsprodukte ab und versucht 
sie in 0,9%iger NaCl-Lésung wieder aufzulésen, so gelingt das nicht. 
Selbst nach 4 Tagen ist keine Spur Fibrinogen in Lésung gegangen 
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(Prifung mit Sulfosalicylsiure). Kochsalzfdllungen des Fibrinogens |; 
Gegenwart unserer hydrotropen Substanzen sind also irreversibel. 

Zuletzt sei noch die Sdurefdllung des Fibrinogens bei Anwesenheit 
von Hydrotropica besprochen. Normalerweise gibt 1,0 cem Fibrinogen. 
lésung mit einem EiweiBgehalt von 0,44° mit 0,1 cem 1 iger Essiy- 
sdure eine starke Fallung. Versetzt man sie aber mit 30% Hydrotro. 
picum, so zeigt sich im Falle des Harnstoffs selbst bei gr6Bten Mengen 
Kssigsaure keine Fallung, bei Hippurat tritt erst bei Zusatz von 1,0 ccm 
eine Triibung, bei Zusatz von 1,7 cem eine Fallung auf. Es wird also 
das 17fache der zur Fallung eines reinen Fibrinogens nétigen Siure- 
menge gebraucht. 

Die in den vorangehenden Versuchen nachgewiesene Stabilitits- 
erhéhung geht sogar so weit, daB Fibrinogen bei Anwesenheit von 30°, 
Hydrotropicum praktisch salzfrei léslich ist. 

Zum Beleg diene folgender Versuch: Eine 0,9°, NaCl enthaltende 
Pferdefibrinogenlésung wird gegen salzfreie 30°,ige Harnstoff- bzw. Hippu- 
ratlésung dialysiert. Die Lésung bleibt dabei vollkommen klar. Will man 
nun priifen, ob das Fibrinogen durch seinen Aufenthalt in salzfreier kon- 
zentrierter Hydrotropicumlésung geschadigt wird, so dialysiert man 
nach vorheriger Zugabe von 0,9°, NaCl — den Harnstoff bzw. das Hippurat 
gegen 0,9°,ige NaCl-Lésung wieder heraus. Auch nach diesen MaBnahmen 
erwies sich das Fibrinogen als unverandert, wie sich aus der normalen 
Gerinnbarkeit bei Zusatz von Thrombin ergab. 

Wir fanden also stets, daB die Hydrotropica keine Denaturation 
des Fibrinogens herbeifiihren, sondern im Gegenteil die Bestandigkeit 
dieses EiweiBk6érpers wesentlich erhéhen. 


Zum SchluB dieser Betrachtungen iiber die Wirkung der Hydro- 
tropica auf das Fibrinogen soll noch eine Angabe von Spiro (3), Lim- 
bourg (4) und Mauthner (2) nachgepriift werden. Diese Autoren be- 
haupten namlich, daB Fibrin sich in Harnstoff wieder auflése. Unsere 
Versuche konnten das nicht bestatigen. 


Fibrinogen wird mit der doppelten Menge Thrombinlésung versetzt. 
Zu dem so gewonnenen Fibrin fiigten wir konzentrierte Harnstoff- bzw. 
Hippuratlésung hinzu. Nach 4 Tagen hatten sich die Koagula nicht auf- 
gelést, sie waren lediglich etwas gequollen. Die zugesetzte Harnstofflésung 
erwies sich bei Priifung mit Sulfosalicylséure als véllig eiweiBfrei. Man 
kénnte meinen, daB hier ebenfalls das Produkt der Sulfosalicylséurefallung 
durch die hydrotropen Substanzen in Lésung gehalten wird. Kontroll- 
versuche mit nativem Fibrinogen bei Hydrotropicumzusatz ergeben aber 
eine deutliche Sulfosalicylsiureprobe. 


4. EinfluB hydrotroper Substanzen auf die zweite Phase der Blutgerinnung. 


In den folgenden Versuchen wurde der EinfluB des Harnstoffs und 
des Natriumhippurats auf die zweite Phase der Blutgerinnung, d. h. die 
Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin durch Thrombin, untersucht. 
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Die Thrombinlésungen wurden nach dem Verfahren von Mellanby (8) 
dargestellt. Eine weitere Reinigung der sehr aktiven Rohthrombin- 
jisung erfolgte nicht. LaBt man so gewonnenes Thrombin auf Hammar- 
sten-Fibrinogen einwirken, dem man Hydrotropica zugesetzt hat, so 
beobachtet man folgende Erscheinung: 


Versuch vom 8. November 1935. Bei Zusatz von Thrombin zu einer 
mit 30°, Harnstoff versetzten Fibrinogenlésung zeigt sich beim Betrachten 
mit bloBem Auge keine Veranderung. Auch der mit dem Photometer 
bestimmte Triibungswert 7'p bleibt der gleiche. Die Differenz der Triibungs- 
werte mit und ohne Thrombinzusatz beruht auf der Eigenopaleszenz der 
Thrombinlésung. In einem Kontrollversuch wurde 1 ccm Fibrinogenlésung 
mit 1eem Thrombinlésung versetzt. Bei einer Temperatur von 37° trat 
nach 18 Sekunden Gerinnung ein. 


3cem 0,8%iges Fibrinogen ohne Zusatz . ........ . . 222,2 Tp 

§ i Re ee mit 30°, Harnstoff ....... . WOT p 
$4 Re ws ae >» wy » u. 3eem Thrombin 

POONG: ele eat t eee ce ea ee 

nach 12Minuten ....... 85,07 R 

oe ae 


Das Ergebnis laBt zwei Méglichkeiten zu: Entweder wird die Um- 
wandlung des Fibrinogens durch die Anwesenheit des Harnstoffs iiber- 
haupt verhindert, oder aber das unter der Einwirkung des Thrombins 


gebildete Umwandlungsprodukt kann wegen der Anwesenheit des 
Harnstoffs nicht ausfallen, wie dies bei der Denaturation durch Hitze, 
Tannin und Alkohol der Fall war. Die Entscheidung dieser Frage, die 
erhebiiche Schwierigkeiten bereitet, bleibt einer spateren Arbeit vor- 
behalten. 


5. EinfluB hydrotroper Substanzen auf echte hydrolytische Spaltungen des 
Fibrinogens durch Proteasen (Pepsin und Trypsin). 

Um Material zur Klarung der Frage, ob das Thrombin eine Pro- 
tease oder Denaturase darstellt, zu gewinnen, wurde in den folgenden 
Versuchen der Einflu8 des Harnstoffs auf echte proteolytische Spal- 
tungen des Fibrinogens durch Pepsin und Trypsin untersucht. 


a) Versuche mit Pepsin. 

Hierzu wurde kaufliches Mercksches Pepsin verwendet. Dieses 
war imstande, in salzsaurer Lésung Fibrinogen in kurzer Zeit so voéllig 
aufzuspalten, daB mit Sulfosalicylsiure keine positive Eiweifprobe 
mehr feststellbar war. 

Versuch vom 15. November 1935. Mit Harnstoff als Hydrotropicum. 


a) 1,0cem Fibrinogen + 30°% Harnstoff: starke Fallung mit Sulfosalicyl- 
saure. 
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b) 1,0cem Fibrinogen + 30°, Harnstoff + 1,0cem 1°, ige Pepsinlésing 
werden mit Salzsiure auf py 1,3 gebracht. Bei 20° nach 2'/, Stunden: 
Leichte Triibung mit Sulfosalicylsaure. 

c) Wie b; bei 37° nach 2'/, Stunden: Keine Triibung mit Sulfosalicylsiure. 

Harnstoff verzégert also zwar die Proteolyse, verhindert sie aber 
nicht. Die restlose Aufspaltung des Fibrinogens durch Pepsin trotz 
Harnstoffgegenwart zeigt auch folgender Versuch: 

LaBt man das proteolytische Ferment 2!/, Stunden bei 37° auf 30 
Harnstoff enthaltendes Fibrinogen einwirken, inaktiviert sodann das 
Pepsin durch Kochen und dialysiert darauf die Lésung gegen 0,9°. ive 
NaCl-Lésung, so bekommt man eine ganz klare Lésung. 

Es ist also auch mit der Kochprobe kein EiweiB} mehr nachzuweisen, 
Pepsinverdauungsversuche mit Natriumhippurat oder anderen Hydro- 
tropica vom Charakter eines Alkalisalzes schwacher organischer Sauren 
kénnen wegen der stark puffernden Wirkung dieser Substanzen nicht 
ausgefiihrt werden. 

b) Versuche mit Trypsin. 

Diese Versuchsreihen werden in derselben Art wie die Pepsin- 
versuche angestellt. Sie zeigen bei Harnstoff die gleichen Ergebnisse. 
Hier laBt sich auch Natriumhippurat untersuchen: Es wurden folgende 
Gemische angesetzt: 

1. 1,0cem Fibrinogen + 30°, Natriumhippurat + 1,0cem = Trypsin- 

lésung (1°,,). 

2. 1,0 ,, Fibrinogen + 30°, Natriumhippurat + 1,0cem = Trypsin- 

lésung (10°,). 
Fibrinogen + 30°, Natriumhippurat + 1,0 cem = Trypsin- 
lésung (25°,). 

LaBt man in diesen drei Lésungen das Ferment 4 Stunden bei 38° ein- 
wirken, so ist danach auch bei hochkonzentrierter Trypsinlésung die Sulfo- 
salicylprobe positiv, also keine Proteolyse” eingetreten. Sogar nach 
27 Stunden Einwirkungsdauer ist diese Probe noch in gleicher Starke 
positiv. Die Verhinderung der Proteolyse beruht nicht auf einer Inakti- 
vierung des Trypsins durch das Hippurat, wie sich folgendermaBen nach- 
weisen liBt: Dialysiert man diese Lésungen zur Entfernung des Hippurats 
nach vierstiindiger Trypsineinwirkung gegen 0,9°,ige NaCl-Lésung, ohne 
vorher das Ferment durch Hitze zu inaktivieren, so ist nach der Dialyse 
die Sulfosalicylsiureprobe negativ. Es handelt sich also wohl um eine 
Stabilisierung des Fibrinogens einem proteolytischen Ferment gegeniiber. 


Zusammenfassung. 


1. Harnstoff, Natriumhippurat und Natriumbenzoat verringern die 
Triibung von Fibrinogenlésungen, und zwar um so mehr, je héher die 
Konzentration des Hydrotropicums ist. Bei sehr hohen Konzentrationen 
ist die Triibung kaum starker als die des Wassers. Natriumsalicylat 
ruft in kleineren Konzentrationen eine Zunahme, in gréBeren eine Ab- 
nahme der Triibung des Fibrinogens hervor. 
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2. Der EinfluB der Hydrotropica auf das Fibrinogen ist weitgehend 
reversibel. Harnstoff in hohen Konzentrationen verzégert stark das 
Auftreten der spontanen Denaturation des Fibrinogens. 

3. Hydrotrope Substanzen erschweren die Fallung des Fibrinogens 
durch Alkohol, Tannin, Kochsalz, Essigsiure und Wairme. Im Falle 
der Einwirkung von Alkohol, Tannin und Warme wird durch das 
Hydrotropicum nicht die Denaturation, sondern lediglich die Aus- 
flockung des gebildeten Denaturationsproduktes verhindert. Kochsalz- 
fillungen des Fibrinogens bei Gegenwart von Natriumhippurat und 
Harnstoff sind irreversibel. 

In Anwesenheit gréBerer Harnstoffmengen ist Fibrinogen auch 
ohne Salz vollkommen léslich. Fibrin laBt sich nach unseren Erfahrungen 
in konzentrierten Harnstofflésungen nicht wieder auflésen. 

4. Harnstoff in gréBeren Konzentrationen verhindert die Gerinnung 
des Fibrinogens durch das Thrombin. 

5. Harnstoff verhindert auch in hohen Konzentrationen nicht die 
Hydrolyse des Fibrinogens durch Pepsin oder Trypsin. Natrium- 
hippurat verhindert die Hydrolyse des Fibrinogens durch Trypsin. 
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Uber die Mineralstoffausscheidung 
nach Belastung mit verschiedenen Salzen und ihre Beziehungen 
zur Hemmung der ,,serésen Entziindung“ durch vegetarische Kost’, 
Von 
Hans Kaunitz. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1937.) 


I. 


In letzter Zeit haben wir uns mehrfach mit der Frage beschiftigt, 
wieweit der Mineralgehalt der vegetarischen Kost fiir die Wirkung dieser 
Kostform verantwortlich zu machen ist. Besonders im Zusammenhang 
mit den Untersuchungen iiber ,,ser6ése Entziindung der Parenchyme* 
(Eppinger) muBte die Frage von uns aufgeworfen werden, ob der Einflus, 
den die vegetarische Kostform_auf den Mineralstoffwechsel nimmt, zur 
Hemmung der bei seréser Entziindung gesetzmaBig auftretenden 
Transmineralisation der Organe fiihrt. 


Im Zuge dieser Untersuchungen schien es besonders in Ankniipfung 
an die bekannten Untersuchungen von v. Bunge, Ragnar Berg, Bircher- 
Benner, Eimer, Glatzel, Oehme’u.v.a? nétig, die Veranderungen 
der Mineralausscheidung bei der Belastung mit verschiedenen Salzen 
zu untersuchen, wm festzustellen, wieweit die.durch die vegetarische Kost 
bedingten Verdnderungen des Mineralstoffwechsels durch Zufuhr von 
Salzgemischen imitiert werden kinnen und wieweit auberdem die Zufuhr 
anderer Salze zu dhnlichen Verdnderungen der Mineralausscheidung fiihrt, 
wie die serdse Entziindung der Parenchyme. ° 


Bei unseren Untersuchungen iiber den Mineralstoffwechsel haben 
wir in mancher Hinsicht die ,,elektrostatische Theorie‘‘ (R. Keller) beriick- 
sichtigt. Diese geht von der Tatsache aus, daB zwischen den Parenchym- 
zellen und dem Blute eine mit entsprechender Methodik genau mefbare 
elektrostatische Potentialdifferenz herrscht, die in der Leber etwa 50 Milli- 
volt betragt. Die Parenchymzellen stellen babei gewissermaBen den 
positiven, das Blut den negativen Pol dar. Diese charakteristischen 
Potentialdifferenzen fiihren nach Keller zu der eigentiimlichen Ver- 
teilung der Mineralstoffe im biologischen Milieu, da sie nach den Gesetzen 

! Otto v. Firth zum 70. Geburtstag. — ? Literaturangaben werden hier 
und im nachfolgenden nur die allernétigsten gegeben; eine Zusammen- 
stellung des einschlagigen Schrifttums findet sich bei Morawitz und Nonnen- 
bruch in Oppenheimers Handbuch der Biochemie und in der zusammen- 
fassenden Darstellung ,,Transmineralisation und vegetarische Kost‘! von 
Kaunitz, Ergebn. d. inn. Med. 51, 211, 1937. 
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you elektrischer Anziehung und AbstoBung in gréBerer oder kleinerer 
Menge in den einzelnen Geweben auftreten miissen. Dabei ist aber die 
Tatsache zu beriicksichtigen, daB nicht alle Mineralstoffe im biologischen 
Milieu als Ionen auftreten, denn sonst ware der groBe Gehalt an dem 
Kation K in den Parenchymen nicht zu erklaren. Es mu vielmehr die 
Annahme getroffen werden, daB z. B. das K, aber auch andere Elemente 
im biologischen Milieu, in nicht dissoziiertem Zustand vorkommt. Diese 
Annahme ist auf eine Reihe von Befunden aufgebaut, die ihr groBe 
Wahrscheinlichkeit verleihen. Auch v. Firth z. B. ist der Ansicht, daB 
das Muskel-K zum allergréBten Teil in nicht dissoziiertem Zustand 
vorliegt und Waelsch konnte im Kataphoreseversuch die anodische 
Wanderung des K im Serum direkt nachweisen. Wenngleich wir selbst 
nicht der Meinung sind, daB die elektrostatischen Potentiale die Ursache 
des merkwiirdigen Verhaltens der Mineralstoffe sind, sondern Grund zur 
Annahme zu haben glauben (Eppinger, Kaunitz), daB die elektrostati- 
schen Potentiale als Ausdruck ,,der gerichteten Permeabilitat’’ der Zell- 
und Kapillarmembranen gewertet werden miissen, so bedeutet die von 
Keller vertretene Ansicht immerhin einen grundlegenden Fortschritt 
fiir die Erklarung vieler Probleme des Mineralhaushaltes und spielt auch 
fiir das Verstandnis der im nachfolgenden zu besprechenden Versuchs- 
ergebnisse eine groBe Rolle, weshalb wir uns mit ihr an dieser Stelle 
beschaftigt haben. 
Il. 


Bei unserern Untersuchungen gingen wir in der Weise vor, da Blasen- 
fistelhunde mit aquimolekularen Gaben von NaCl, KCI, NaHCO,, KHCO,, 
NaH,PO,, KH,PO, und schlieBlich mit einem Gemisch von NaCl und 
KH, PO, belastet wurden. Die Ernahrung der Tiere war eine recht konstante, 
sie erhielten die gleiche Menge eines Gemisches aus Fleisch, Reis und griinem 
Gemiise verabreicht, doch zeigte nicht nur die von verschiedenen Tieren 
aufgenommene Menge, sondern auch die von den gleichen Tieren an ver- 
schiedenen Tagen aufgenommene Menge nicht unbetrachtliche Unterschiede. 
Die Hunde wurden erst 1 Woche nach Anlegung der Blasenfistel in 
den Versuch gestellt. Vom Vorabend des Versuchstages an wurde ihnen 
keinerlei Nahrung zugefiihrt, am Untersuchungstage wurde von 9 bis 
11 Uhr vormittags der Harn vor der Salzzufuhr gewonnen, um 11 Uhr 
erfolgte die Verabreichung der Salzlésung, darauf wurde der Harn 
wahrend der folgenden 5 Stunden gesammelt. Wir arbeiteten an sechs 
Blasenfistelhunden, samtliche Tiere fanden, wie sich aus den Tabellen I 
bis VII ergibt, bei allen Versuchen Verwendung. Bei jeder Versuchs- 
reihe wurden an den sechs verschiedenen Hunden mindestens zehn Versuche 
durehgefiihrt. Das Gewicht aller Hunde lag zwischen 10,5 und 12 kg. Die 
Tiere erhielten bei jeder Belastung je 110 cem einer Lésung zugefiihrt, die 
2,00°, NaCl, 2,54°, KCl, 2,87°, NaHCO,, 3,48°, KHCO,, 4,10°% 
NaH, PO,, 4,55°, KH,PO, — also aquimolekulare Mengen —— enthielten. 
In einer Versuchsreihe wurden je 55ccm unserer NaCl- und KH,PO,- 
Lésung zugefiihrt. 


Zu den Mineralbestimmungen verwendeten wir folgende Methode: 
Das Na wurde nach F olling, das K nach Cramer- Tisdall, das C] nach Rusznyak 
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und das PO, nach Rappaport bestimmt. Im iibrigen begniigten wi; 
uns im Harn mit der Bestimmung des ausgeschiedenen anorganischen P (),, 
da dieses den gréBten Teil des durch den Harn ausgeschiedenen gesamten P 
ausmacht und wir auBerdem doch anorganisches PO, zufiihrten. Uhe 
weitere Einzelheiten der von uns verwendeten Methoden siehe unsere A} 
handlung in den Ergebnissen fiir innere Medizin, Bd. 51. 


Il. 


Von unseren Versuchen seien zunichst die bei Na Cl-Gaben erhaltenen 
Ergebnisse, die in der Tabelle I zusammengefaBt sind, besprochen. Nach 
der Zulage von NaCl kam es wahrend der der NaCl-Gabe folgenden 
5 Stunden achtmal unter den 10 Versuchen zu einer starken Diurese: 
zieht man aber die zugefiihrte Wassermenge in Betracht, die sich pro 
Stunde auf 22 ccm belauft, dann sieht man, daB in allen Versuchen 
wahrend der ersten 5 Stunden recht betrdchtliche Mengen Wasser nicht 
zur Ausscheidung gelangen; die mittlere Einsparung betrdgt 18,7 ccm 
das sind 85%, der zugefiihrten Menge. 

Die Na-Ausscheidung unter Kochsalzzufuhr steigt, wie nicht anders 
zu erwarten war, in 10 von 11 Versuchen zum Teil recht kraftig an; setzt 
man aber die Mehrausscheidung zur Zufuhr in Beziehung, so ergibt sich, 
daB wahrend der Untersuchungszeit etwa drei Viertel der zugefiihrten 
Menge im Korper zuriickbleibt, daB also die Ausscheidung des zugefiihrten 


Na nur langsam vonstatten geht, was mit den vielen Angaben der 
Literatur gut iibereinstimmt. 


Was die K-Ausfuhr nach Kochsalzgabe betrifft, hat als erster woh! 
v. Bunge bereits vor mehreren Jahrzehnten auf die Tatsache hingewiesen, 
daB eine einmalige NaCl-Gabe zur Erhéhung der K-Ausfuhr fiihrt und 
umgekehrt. Er hat daraus seine bekannte Theorie von der gegenseitigen 
Verdrangung der K- und Na-Salze abgeleitet und eine Erklarung fiir 
den groBen Kochsalzhunger des Menschen und vieler Tiere zu geben 
versucht. Wenngleich die Theorie Bunges in der Folge widerlegt wurde, 
so ergibt sich aus den Versuchen sehr vieler Untersucher (Oehme. 
Morawitz und Nonnenbruch, Glatzel, Kaunitz u. v. a.), daB es nach 
einer einmaligen NaCl-Zulage zu einer Mehrausscheidung von K kommt. 
Auch den Versuchen in Tabelle I ist dieses Verhalten zu entnehmen, aller- 
dings nur bei 9 von den 11 Versuchen, wahrend bei 2 sogar eine geringe 
K-Retention zu beobachten war. Im Mittel betrdgt der K-Verlust 
7,3 Zehntelmillidquivalente in der Stunde. 

Vom Verhalten des Cl gilt Ahnliches wie vom Na. In 9 von den 
10 Versuchen ist die Cl-Ausfuhr mitunter sehr stark erhéht; beriick- 
sichtigt man aber die Cl-Zufuhr, so zeigt sich, daB in den ersten 5 Stunden 
nach der NaCl-Belastung fast ebenso viele Aquivalente Cl wie Na nicht 
zur Ausscheidung gelangten. 
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Auch das anorganische PO, wird nach NaCl-Zulage neunmal unter 
den 10 Versuchen in vermehrter Menge ausgeschieden. /m Mittel betrdgt 
die Mehrausscheidung etwa 1,1 Zehntelmillidquivalent, das entspricht 
immerhin einer Steigerung der Ausfuhr um fast zwei Drittel. 


Die Beeinflussung der Wasserausscheidung durch KCl wurde be- 
sonders eingehend von Blum und seinen Mitarbeitern, aber auch von 
einer Reihe anderer Autoren untersucht. Sie fiihrt danach zu einer 
starken Steigerung der Diurese, was sich auch aus allen unseren Versuchen 
ergibt: immerhin wird auch hier wahrend der ersten 5 Stunden nach der 
Zufuhr nicht die gesamte zugefiihrte Menge ausgeschieden, sondern 
wie die Bilanz zeigt, nur die Halfte, wihrend beim NaCl blof ein Sechstel 
in der gleichen Zeit ausgeschieden wurde. 

Die Na-Ausscheidung nach KCl-Zufuhr ist wesentlich stdrker als die 
K-Ausfuhr nach NaCl-Zulage; sie ist nach KCl-Gabe im Mittel sogar 


gréBer als die nach Kochsalzzufuhr, trotz der groBen Na-Menge, die dabei 
verabreicht wurde. 


Die K-Ausfuhr bei KCl-Gabe steigt ebenfalls stark an. In den meisten 
Versuchen ist sie auf das Vier- bis Achtfache des Vorwertes gesteigert. 
Das K wird also bei KCl-Zufuhr viel rascher ausgeschieden als das Na 
bei NaCl-Gabe. Immerhin sind aber nach 5 Stunden noch iiber 40%, 
der zugefiihrten Menge nicht ausgeschieden. 


Auch die Cl-Ausfuhr findet unter’ KCl-Zufuhr viel rascher statt als 
bei NaCl. Am Ende der Untersuchungszeit waren im Mittel der 11 Versuche 
zwei Drittel des Cl bereits ausgeschieden, wihrend unter NaCl in der 
gleichen Zeit bloB ein Viertel der zugefiihrten Menge im Harn er- 
schienen war. 

Auch das anorganische Phosphat wurde unter der KCl-Wirkung in 
betrachtlich vermehrter Menge ausgeschieden: die relative Steigerung war 


ungefahr ebenso hoch wie die unter der NaCl-Wirkung, namlich zwei 
Drittel vom Ausgangswert. 


Die hier wiedergegebenen Untersuchungsergebnisse stehen in bester 
Ubereinstimmung mit denen von Glatzel und seinen Mitarbeitern, die in 
Untersuchungen an Menschen gewonnen wurden. Glatzel fand ebenso 
wie wir, daB nach KCl-Zufuhr sehr rasch eine starke K-, Na-, Cl- und 
Wasserausscheidung einsetzt, wahrend nach NaCl-Gaben viel weniger 
Na und K ausgefiihrt wird als nach KCl-Gaben. 


In Tabelle IIT sind unsere Versuchsergebnisse bei Na HCO,-Zufuhr 
zusammengefaBt. Die Wasserausscheidung dabei ist im Mittel der Ver- 
suche etwas geringer als unter der NaCl-Wirkung; in 3 Versuchen ist die 
Diurese trotz der Wasserzufuhr sogar abgesunken. Im Mittel der Ver- 
suche gelangten derart iiber 90°, des zugefiihrten Wassers in den ersten 
5 Stunden nicht zur Ausscheidung, 
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Trotz der starken Diuresehemmung wird hingegen das Na |i 
NaHCO,-Zufuhr rascher ausgeschieden: als bei NaCl-Zulage. Wahrend 
namlich bei NaCl-Zulage am Ende der 5 Stunden nur ein Viertel des 
zugefiihrten Na ausgeschieden worden war, betragt hier die Ausscheiduny 
im Mittel der Versuche immerhin 40 %. 

Eine Vermehrung der K-Ausfuhr durch NaHCO,-Zulage lieB sich 
im Mittel der Versuche interressanterweise nicht nachweisen. Fiinf Ver- 
suchen mit positiver Bilanz stehen fiinf Versuche mit negativer gegeniiber, 
so daB im Mittel die Bilanz fast vollstandig ausgeglichen ist; hier zeigt 
sich jedenfalls wieder, wie stark die Na-Wirkung vom gleichzeitig zu- 
gefiihrten Anion abhangt. 

Trotz der Steigerung der Na-Ausscheidung bei NaHCO,-Zufuhr 
ist die Cl-Bilanz in sieben von unseren zehn Versuchen positiv; es wird 
also unter der Wirkung des Na HCO, nicht einmal so viel Cl ausgeschieden 
wie vor der Salzgabe. 

Die Steigerung der Ausfuhr des anorganischen Phosphats ist unter 
der NaHCO ,-Wirkung im Mittel der Versuche wesentlich geringer als di 
bei NaCl- oder KCl-Zulage; in zwei Versuchen war die Bilanz sogar 
positiv, die mittlere Steigerung gegen den Vorwert belauft sich hier 
nicht einmal auf 20%. 

Die Zufuhr von KHCO, fiihrt, wie die Tabelle IV zeigt, zu ganz 
besonders starken Diuresen. Am Ende der Untersuchungszeit sind bloj} 
6,3 cem von den 22 zugefiihrten noch nicht ausgeschieden, also bloB 29°, 
wahrend bei der KCl-Zufuhr nach dieser Zeit noch 50% nicht aus- 
geschieden waren. Hier verzégert allem Anschein nach das Cl die rasche 
Ausfuhr des K, wahrend es beim Na vielleicht die entgegengesetzte 
Wirkung zeigte. 

Die Na-Ausfuhr nach Zulage von K HCO, ist noch betrachtlich hoher 
als die nach K Cl-Zufuhr; im Mittel der Versuche steigt die Na-Ausfuhr 
auf das Dreifache des Vorwertes an. Hier scheint also das Cl imstande 
zu sein, die Na-Ausfuhr zu hemmen. 

Auch die K-Ausfuhr ist nach KHCO,-Belastung stark gesteigert, 
ungefahr im gleichen AusmaB wie bei KCl-Zufuhr; nach 5 Stunden ist 
im Mittel der Versuche ungefahr die Halfte des zugefiihrten K aus- 

geschieden. 

Wahrend bei NaHCO,-Zufuhr die Cl-Ausfuhr eher vermindert 
war, ist sie bei KHCO,-Zufuhr ganz betrdchtlich vermehrt. Sie ist auf 
mehr als das Doppelte des Vorwertes angestiegen, der Cl-Verlust ist 
aber in Aquivalenten geringer als der an Na. 

Die Ausscheidung des anorganischen Phosphats wird durch di 
Zulage von KHCO, kaum beeinfluft; vier Versuchen, bei denen die 
Bilanz negativ war, stehen sechs gegeniiber, bei denen Phosphat retiniert 
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wurde. Im Mittel der Versuche ergibt sich dadurch ein fast vollstandiver 
Ausgleich. 

Aus den in Tabelle V zusammengefaBten Versuchen mit Na H, PO, 
Belastung ergibt sich, daB die Ausscheidung des zugefiihrten Wassers 
durch NaH, PO, betrachtlich verzégert wird. Die Ausscheidung ist im 
Mittel der Versuche starker als die durch das NaCl bedingte, sie liegt 
ungefahr in gleicher Hohe wie die durch NaHCO, hervorgerufene. 

Die Na-Ausfuhr ist ebenfalls auBerordentlich stark verzégert. Wahrend 
vom NaCl in der Untersuchungszeit etwa 25% und bei NaHCO, etwa 
40°, ausgeschieden wurden, konnten hier im Mittel der Versuche nu; 
etwas tiber 10°%, im Harn nachgewiesen werden. 

Die K-Bilanz ist bei allen Versuchen mit Na H, PO, in ungefihr dem 
gleichen Ausmap wie bei NaCl-Zufuhr negativ. Dementsprechend sind 
die Mittelwerte fiir die K-Verluste nach NaCl- und NaH, PO,-Zufuhr 
fast die gleichen. 

Ahnlich wie bei den Versuchen mit Na H CO, sinkt unter NaH, PO, 
Zufuhr die Cl-Ausscheidung bei acht von den zehn Versuchen gegeniiber 
dem Vorwert ab, die Cl-Bilanz ist daher im Mittel der Versuche positiv. 

Die Ausfuhr des anorganischen Phosphats bei Na H, PO,- Belastung 
ist zwar gegeniiber dem Vorwert im Mittel um etwa ein Drittel gesteigert, 
bei den groBen zugefiihrten Mengen spielt dies aber keine Rolle. Prak- 
tisch wurde in der Untersuchungszeit fast das gesamte zugefiihrte Phosphat 
nicht ausgeschieden. ; 

Die Wasserausscheidung bei K H, PO,-Zufuhr (Tabelle VI) liegt im 
Mittel der Versuche in der Mitte zwischen der bei KCI- und KHCO,- 
Gaben. Die Ergebnisse weisen dabei starke Schwankungen auf: in zwei 
Versuchen war nach 5 Stunden bereits mehr als die zugefiihrte Menge 
ausgeschieden und nur in einem Versuch war sie geringer. 


Die Na-Ausscheidung dabei ist ungefdhr ebenso stark wie die unter 
KCl. Hier wie beim Chlor ist die durch KH, PO,-Zufuhr bedingte Na- 
Diurese in den ersten 5 Stunden viel starker als die K-Diurese unter der 
NaH, PO,-Wirkung. 

Besonders schnell scheint bei K H, PO,-Gabe das K selbst ausgeschieden 
zu werden, da in der Untersuchungszeit bereits zwei Drittel im Harn 
nachgewiesen werden konnten, wahrend die Menge bei K Cl- und K HCO,- 


Gaben deutlich geringer war. 

Vom Cl gilt Ahnliches wie vom Na. Das Cl wird in ungefaihr dem 
gleichen AusmaB wie bei KHCO,-Zufuhr iiberschieBend ausgeschieden, 
die Ausfuhr steigt nach der K H, PO,-Zufuhr auf mehr als das Doppelte 
an. Im Gegensatz also zum NaHCO, und NaH,PO,, bei denen Cl, 
wenn auch in geringem MaBe retiniert wird, tritt bei den entsprechenden 
K-Salzen eine kraftige Cl-Diurese auf. 

Die Ausfuhr des anorganischen Phosphats bei K H, PO,-Zufuhr ist 
nach der Gabe von KH,PO, mit einer Ausnahme unter den elf Ver- 
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suchen betrdchtlich erhéht, wahrend bei NaH, PO, die PO,-Diurese nur 
eine recht geringe gewesen ist. T'rotz der Steigerung sind aber die im 
ganzen ausgeschiedenen Mengen im Vergleich zu den angebotenen recht 
gering, so daB am Ende der Untersuchungszeit noch immer iiber 90%, 
im K6érper verblieben sind. Auf diese Tatsache legen wir wegen spater 
zu besprechender Fragen groBes Gewicht. 

In Tabelle VII haben wir schlieBlich die Versuche zusammengefabt, 
bei denen wir je die Halfte der sonst gebrauchten Menge an NaCl und 
KH, PO, zufiihrten, so daB die Aquivalentmenge aller zugefiihrten 
Mineralstoffe die gleiche war wie bei den iibrigen Untersuchungen. 

Die Wasserausscheidung bei dieser Versuchsanordnung ist dabei 
nicht betrdchtlich stdrker als unter der Kochsalzzufuhr: vom Na und vom Cl 
werden ungefahr die gleichen Aquivalentmengen unter der Wirkung 
beider Salze in der Untersuchungszeit nicht ausgeschieden (etwa zwei 
Drittel), wihrend vom K in der gleichen Zeit nur ein Drittel im Kérper 
zurtickblieb, die K-Diurese wird also dabei durch das Kochsalz nicht 
gehemmt. Die Ausscheidung des anorganischen Phosphats ist trotz der 
Zufuhr relativ groBer PO,-Mengen in den ersten 5 Stunden nach der 
Zufuhr kauwm angestiegen: die ganze zugefiihrte Menge wurde also im 
Kérper zuriickgehalten. 

Der Umstand, daB unsere Untersuchungsergebnisse auch an den 
gleichen Hunden mitunter nicht unbetrachtliche Schwankungen zeigten, 
kann nicht tiberraschen. Der EinfluB der Kost auf die Mineralausschei- 
dung bei Salzbelastungen ist namlich, wie sich besonders aus den Unter- 
suchungen von Oehme, Glatzel u. a. ergibt, ein sehr starker; obzwar wir 
uns deshalb bemiiht haben, die Kost ziemlich konstant zu halten, muB 
doch angenommen werden, daB ein Teil der Schwankungen durch 
UnregelmaBigkeiten in der Nahrungsaufnahme bei unseren Unter- 
suchungstieren bedingt war. Dennoch glauben wir, daB unseren Unter- 
suchungen Beweiskraft zukommt, weil die Schwankungen immer in 
die gleiche Richtung gehen und weil die Untersuchung an einer geniigend 
groBen Zahl von Einzeluntersuchungen und bei sechs verschiedenen 
Tieren durchgefiihrt wurde. 

IV. 

Bei unseren Untersuchungen iiber die Beeinflussung der ,,ser6sen 
Entziindung der Parenchyme* (Eppinger, Roessle)'! haben wir die Tat- 
sache betont, daB die serése Entziindung zur Vermehrung des Na-, Ca- 
und Cl-Gehalts der Parenchymzellen und zu einem Verlust an K und 
PO, fiihrt, was zu Funktionsstérungen der Zellen AnlaB geben mub. 


' Man versteht darunter bekanntlich Kapillarlasionen, die zum Austritt 
von serumeiweiBhaltiger Fliissigkeit in die Gewebsraume fiihren, wodurch 
Stérungen jener physikochemischen Krafte bewirkt werden, die den Gewebs- 
stoffwechsel regeln, 
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Wir wiesen ferner darauf hin, daB es durch die Zufuhr von NaCl-armer 
vegetarischer Kost (Rohkost) gelingt, den durch die serése Entziindung 


bedingten St6rungen entgegenzuwirken, da wir sahen, daB bei Menschen 
mit seréser Entziindung die Na- und Cl-Ausfuhr im Harn verstirkt. 
die K- und PO,-Ausfuhr vermindert wird. Aus diesen Griinden lag es 
nahe, sich die Frage vorzulegen, ob es méglich ist, durch die Zufuhr 
bestimmter Mineralgemische diese Veranderungen des Mineralhausha|ts 
zu verstirken bzw. zu bremsen. 

Obgleich wir hier an normalen Hunden gearbeitet haben, deren 
intakte Regulationsmechanismen Schadigungen durch die Zufuhr von 
NaCl in den zugefiihrten Mengen verhindern, zeigt das zu erwartende 
Ergebnis immerhin, daf es unter der NaCl-Zufuhr zu einer starken 
Vermehrung der NaCl-Bestande des Korpers kommt, daB also im Falle 
des Bestehens von seréser Entziindung die friiher beschriebenen Ver- 
anderungen verstarkt werden miissen. Ganz Ahnliches gilt von Na H( 'O, 
und zum Teil auch vom NaH,PO,, da beide zur Anhaufung von Na 
und Cl, das NaH,PO, und NaCl auch zur Ausfuhr von K fiihren. 

Die K-Salze haben in mancher Hinsicht den gerade gegenteiligen 
Effekt wie die Na-Salze; ihre Na, Cl und Wasser ausleerende Wirkung 
ist ja seit langem bekannt. Aus diesem Grunde scheint es uns durchaus 
erlaubt, die Wirkung der auBerordentlich K-haltigen Rohkost zumindest 
zum Teil, sicherlich nicht allein, auf die Beeinflussung des Mineralstoj}- 
wechsels zu beziehen. Man hat sich tbrigens gerade wegen der Wirkung 
der K-Salze schon langst bemiiht, K-Salze als entziindungshemmende 

Mittel zu verwenden (Keller, Keining und Hopf, R. Berg), zum Teil 
sicherlich nicht ohne Erfolg. Da die Beeinflussung des Mineralhaus- 
halts aber nur ein Faktor bei den Wirkungen der vegetarischen Kost ist, 
kann es nicht Wunder nehmen, daB die Wirkungen der vegetarischen 
Kostform auf den kranken Menschen durch Salzzufuhr allein nicht ersetzt 
werden kiénnen. Dies um so mehr, als ja die Zusammensetzung der 
iibrigen Bestandteile der Kost besonderen Einflu8 auf die Mineralaus- 
scheidung bei Salzbelastung hat. 

Die Verhaltnisse, die sich bei der Belastung mit NaH, PO, bzw. 
KH, PO, ergeben, scheinen uns wegen der Bedeutung erwahnenswert, 
die Phosphatpriparaten bei der Bekampfung von Ermiidungszustanden 
zukommt. Durch die  beriihmten Untersuchungen Embdens und 
anderer konnte festgestellt werden, daB es durch die Zufuhr von 
organischem Phosphat zu einer Herabsetzung der Ermiidbarkeit der 
Muskulatur bzw. Hebung der Leistungsfahigkeit kommt. Aus diesem 
yrunde wurde in den letzten Jahren von Phosphatpraparaten in 
groBem AusmaB Gebrauch gemacht. Verwendet wird dabei fast aus- 
schlieBlich das NaH,PO,, von dem wir zeigten, daB es zu starker 
Einsparung von Na und Cl und zur Ausfuhr von K fiihrt. Dieser 
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Umstand scheint uns deswegen besonders bemerkenswert, weil es 
bei der Muskelermiidung zu ganz ahnlichen Verinderungen des Mineral. 
gehalts kommt wie bei der serésen Entziindung, namlich zu einem 
Verlust des Muskels an K und zu einem Eindringen von Na (Epps. 
Fenn, Kaunitz und Selzer u.a.). Diese Verainderungen scheinen, wie 
wir uns in kurzer Zeit nachzuweisen bemiihen werden, von groler 
Bedeutung fiir den Ermiidungszustand zu sein. Da anzunehmen ist. 
daB die nicht zur Ausscheidung gelangenden Na- und Wassermengen 
bei der Zufuhr von NaH, PO, in die Gewebe eindringen und das iiber- 
schieBend ausgeschiedene K dabei die Gewebe verlaBt, diirfte die Ver- 
abreichung von NaH,PO, in dieser Hinsicht die Muskelermiidung 
nicht nur nicht bekaémpfen, sondern ihr sogar Vorschub leisten. 

Ganz anders verhalt sich das KH,PO,; hier ist die Phosphat- 
einsparung ebenso wie beim NaH, PO, eine recht groBe, daneben kommt 
es aber zu starker Na-, Cl- und Wasserausscheidung, also zu Verande- 
rungen, die den gerade erwahnten entgegengesetzt sind. Es ist daher 
sicherlich zu erwaigen, ob es nicht zweckmaBig ware, die Phosphate bei 
Ermiidungszustanden als K H,PO, und nicht als NaH, PO, zuzufihren. 
Auch Keller ist aus ahnlichen Uberlegungen zu solchen Vorstellungen 
velangt. 

Weitere Untersuchungen an einem gréferen Material erfordern 
unsere Ergebnisse tiber die Bedeutung der Anionen fiir die Wasser- und 
Salzausscheidung bei der Zufuhr von K- und Na-Salzen (Tabelle VIII). 
Hier muB die Frage entschieden werden, ob es richtig ist, daB das (| 
unter bestimmten Versuchsbedingungen in Kombination mit Na im- 
stande ist, die Diurese zu férdern, gemeinsam mit K_ hingegen sie 
zu hemmen. Aus unseren Befunden ergibt sich namlich, daB die 
schwachste Wasserausscheidung unter der Wirkung des NaHCO, 
auftritt, die starkste Diurese unter der des KHCQO,; das NaC! 
und das KCl stehen einander in ihren Wirkungen in dieser Hinsicht 
niher. Sollte sich dieses Versuchsergebnis auch in unseren weiteren 
Untersuchungen bestatigen lassen, die wir gemeinsam mit Neugebauer 
durchfiihren, so ware damit ein interessanter Regulationsmechanismus 
aufgedeckt, da das Cl dann gewissermaBen als Vermittler im K /Na- 
Antagonismus anzusehen ware; man mite dann erwarten, daB die 
Quellung, die Na an Zellen bedingt, ebenso wie die Entquellung 
durch das K im Beisein von Cl gehemmt werden kénnte. Vielleicht 
ist auch die Tatsache, daB unter NaCl und KCl die Na- und K-Aus- 
scheidung geringer ist als bei der Zufuhr von NaHCO, und 
K HCO,, im Sinne dieses Regulationsmechanismus zu verstehen. Damit 
waren auch die Schwierigkeiten zum Teil behoben, die das Cl der elektro- 
statischen Theorie bereitet, da damit der verschiedene ,,Wanderungs- 
sinn‘‘ des Cl im biologischen Milieu recht gut verstandlich ware. Zu- 
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nachst handelt es sich allerdings noch mehr oder minder um Vermutungen, 
die wir durch ein groBes weiteres Untersuchungsmaterial stiitzen oder 
widerlegen wollen. Ganz allgemeine Geltung kann dieser Annahme 
schon im Hinblick auf die Standarduntersuchungen von Morawitz 
und Nonnenbruch u.a. nicht zukommen. 


V. Zusammenfassung. 


1. In Fortsetzung der Untersuchungen iiber die Beziehungen 
zwischen seréser Entziindung der Parenchyme und Transmineralisation 
und iiber deren Beeinflussung durch vegetarische Kost wurden Unter- 
suchungen iiber den Einflufs von Salzzulagen auf die Ausscheidung 
von Wasser, Na, K, Cl und PO, ausgefiihrt. Die Versuche wurden an 
sechs Blasenfistelhunden vorgenommen, die bei ziemlich konstanter 
Kost gehalten worden waren. Die Zufuhr belief sich auf 110 ccm einer 
2° igen NaCl- bzw. 110 cem damit aquimolekularer Lésungen von 
KCl, NaHCO,, KHCO,, NaH,PO,, KH,PO,, schlieBlich auf ein 
Gemisch der NaCl- und KH, PO,-Lésung. Jede einzelne Untersuchungs- 
reihe bestand aus mindestens zehn Versuchen. Der Harn wurde wahrend 
5 Stunden nach der Zufuhr gesammelt. 

2. Die Untersuchungen bei NaCl-Belastung zeigen in guter Uber- 
einstimmung mit der Literatur, daB nach der Zufuhr der groBte Teil 
des zugefiihrten Wassers ebenso wie das Na und Cl nicht zur Aus- 
scheidung gelangt, dai hingegen K in vermehrter Menge im Harn 
erscheint. Auch die Ausscheidung des anorganischen Phosphats steigt 
gegen den Vorwert im Mittel um zwei Drittel des Ausgangswertes an. 

3. Die Zufuhr von KCl fiihrte zu einer rasch einsetzenden Wasser-, 
K-, Na- und Cl-Diurese, das anorganische Phosphat steigt ungefahr 
um den gleichen Betrag wie unter der NaCl-Wirkung. 


4. Die Zufuhr von NaHCO, hatte im Mittel eine noch geringere 
Wasserausscheidung zur Folge als die von NaCl, sie fiihrte ferner eben- 
falls zu einer starken Na-Retention, die jedoch geringer war als die 
unter NaCl; die K-Ausscheidung war im Mittel der Versuche gegen die 
Ausscheidung vor der NaHCO,-Zufuhr nicht wesentlich geandert, 
Cl wurde unter den zehn Versuchen siebenmal retiniert, woraus sich im 
Mittel ein Cl-Gewinn e gibt. Anorganisches Phosphat wurde eben- 
falls, aber in geringerer Menge als unter NaCl und KCl, vermehrt aus- 
geschieden. 

5. KHCO,-Zufuhr bewirkte eine viel starkere Diurese als KCI; 
die Na- und Cl-Ausscheidung war ahnlich wie die Wasserausscheidung 
eine recht groBe, K wurde etwas weniger ausgeschieden als unter KCl. 
Die Ausscheidung des anorganischen Phosphats war im Mittel der 
Versuche nicht geandert. 
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6. Der Umstand, da8 unter der NaCl-Wirkung etwas mehr Wasser 
ausgeschieden wird als unter NaHCO,, wahrend unter KCl eine Herab. 
setzung der Diurese gegeniiber dem KHCO,, also das entgegengesetzte 
Verhalten, zu beobachten ist, legt den Gedanken nahe, das Cl unter 
bestimmten Versuchsbedingungen als den physiologischen Regulator 
des K/Na-Antagonismus anzusehen, in dem Sinne, daB das Cl sowoh| 
die quellende Wirkung des Na als auch die entquellende des K damptft. 
Zum Beweis fiir die Stichhaltigkeit dieser Annahme sind weitere 
Versuche nétig. 

7. Die Zufuhr von NaH,PO, bzw. KH,PO, fiihrten in Hinsicht 
auf die Wasser-, Na-, K- und Cl-Ausscheidung zu den entgegengesetzten 
Ergebnissen, da unter Na H, PO, wenig Wasser, Na, Cl und K ausgefiihrt 
wird, wahrend unter KH,PO, eine lebhafte Wasser-, Na-, Cl- und 
K-Diurese auftritt. Die Ausscheidung des anorganischen Phosphats 
ist zwar in beiden Fallen vermehrt (unter der K-Wirkung starker als 
unter der des Na), im Vergleich zu den groBen zugefiihrten Mengen ist 
aber die gesamte PO,-Ausscheidung in beiden Fallen eine geringe. Aus 
diesem Grunde wird die Frage aufgeworfen, ob es nicht zweckmabig 
ware, als ermiidungshemmendes Mittel nicht das NaH,PQO,, sondern 
das KH,PO, zu verwenden. 

8. Auch die vorliegenden Untersuchungen lassen es gerechtfertigt 
erscheinen, die Wirkung von vegetarischen Kostformen bei seréser 
Entziindung, allerdings nur zum Teil, auf den Mineralgehalt dieser 
Kostformen zu beziehen. 
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Uber die Reaktion zwischen Arsenwasserstoff und Himoglobin*. 


Von 
Fr. Gebert. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 1. Juli 1937.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Ia. Einleitung. 


Meine Untersuchungen kniipfen an eine Arbeit von K. Wolff! an. 
Ich konnte die von ihm zusammengestellte Apparatur mit einigen 
Anderungen (s. Methodik) itibernehmen und bin ihm dafiir zu Dank 
verpflichtet. Wolff hat die Literatur iiber die Frage der Reaktion des 
Arsenwasserstoffs mit Blut erértert. Als Hauptergebnis wurde fest- 
gestellt, daB Arsenwasserstoff bei der Einatmung Hamolyse bewirkt 
und das Hamoglobin in Methimoglobin iiberfiihrt. Die Arbeiten von 
Hoppe-Seyler?, W. Lipschitz und H. Weber, sowie R. Labes* zeigen 
die Bedeutung des Luftsauerstoffs bei diesem Vorgang: Vollkommen 
vom Sauerstoff befreite Blutkérperchenaufschwemmungen werden von 
Arsenwasserstoff weder hamolysiert, noch wird ihr Hamoglobin in 
Methamoglobin tibergefiihrt. 

Als Hamolyticum wurde von Labes* kolloidales Arsen vermutet, 
das bei der Oxydation von Arsenwasserstoff in Gegenwart von Blut 
entsteht. Er zeigte auch, daB dieses Hamolyse hervorzurufen vermag. 
W. Heubner und K. Woljf® nahmen in einer vorlaufigen Mitteilung als 
erstes Reaktionsprodukt H,As—AsH, an. In seinen darauffolgenden 
Untersuchungen kam Wolff! zu AsH,OH, als erstem Oxydationsprodukt 
mit meBbarer Lebensdauer. Sauerstofffreie Blutkérperchenaufschwem- 
mungen zeigen nach Wolff ein rein physikalisch zu deutendes Lésungs- 
vermégen, und zwar ergab sich nach seinen Versuchen eine Proportionali- 
tat mit der EiweiBkonzentration. Die Tatsache, daB die Auflésung des 
Arsenwasserstoffs in Blutkérperchenaufschwemmungen nicht  voill- 
kommen reversibel gemacht werden kann, wurde zwar bemerkt, doch 
bei der Deutung des Vorganges nicht beriicksichtigt. 

DaB die Bindung des Arsenwasserstoffs im Tierkérper vor allem 
in den Erythrocyten erfolgt und viel weniger im Plasma oder Serum, 


* Dissertation der Mathem.-Naturwiss. Fakultat der Universitat Berlin. 

1 K. Wolff, diese Zeitschr. 288, 79, 1936. —- * Hoppe-Seyler, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 1, 121, 1877. — * W. Lipschitz u. H. Weber, ebenda 182, 
251, 1924. — 4 R. Labes, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 127, 126, 1927; 
131, 322, 1928. — ® W. Heubner u. K. Wolff, ebenda 181, 149, 1936. 
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zeigten die Arbeiten von Joachimoglu!, F. Fretwurst, S. Horwitz | 
K. Rosenbaum?, R. Thauer*® und M. Kiese 4. 


Ib. Methodik. 


Die verwandte Apparatur bestand vollstandig aus Glas®. Arsenwasser. 
stoff wurde in einem Kippapparat aus arsenikhaltiger Schwefelsaure \n< 
Zink hergestellt und in Falle A mit fliissiger Luft ausgefroren (vgl. Abb. 1), 
Der gleichzeitig entstehende Wasserstoff konnte bei b in den Abzug ent. 
weichen. Durch Vakuumdestillation wurde der Arsenwasserstoff aus de; 


























Abb. 1. Schema der Apparatur (vgl. Text). 


mit Kohlenséiure-Alkohol gekiihlten Falle A in die mit fliissiger Luft ge- 
kiihlte Falle B iibergefiihrt. Derselbe Vorgang wurde zwischen B und ( 
wiederholt. Der so gereinigte Arsenwasserstoff wurde in der Falle C mittels 
Kohlensaure-Alkohol in fliissigem Zustand aufbewahrt. Arsenwasserstoff 
ist in bezug auf kristallisiertes Arsen und gasférmigen Wasserstoff eine 
endotherme Verbindung von — 44,2 Kalorien Bildungswarme und zerfiillt 
demgemaB langsam schon bei gewéhnlicher Temperatur. Der Dampfdruck 
des bei dieser Temperatur aufbewahrten Arsenwasserstoffs betragt ungefahr 
350 mm Hg. An den oberen Wandungen der Falle trat eine dauernde Zer- 
setzung des Arsenwasserstoffs ein, die an dem sich bildenden Arsenspiegel 
beobachtet werden konnte. Aus diesem Grunde wurde der Arsenwasserstoff 
vor jedem Versuch mit fliissiger Luft neu ausgefroren. Der aus der Zer- 
setzung stammende Wasserstoff wurde abgepumpt. Die gleichfalls mit 


' Joachimoglu, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 85, 32, 1920. — 
* Fretwurst, S. Horwitz u. K. Rosenbaum, Zeitschr. f. klin. Med. 128, 703. — 
’ R. Thauer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 176, 531, 1934. — 4 M. Kiese, 
ebenda, im Druck. — 5° Siehe K. Wolff, a.a.O., S. 80. 
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flissiger Luft gektihlte Falle D war der Quecksilberpumpe, die bei ¢ an- 
geschlossen wurde, vorgeschaltet. Sauerstoff und Kohlenoxyd wurden in 
gereinigtem Zustande in den Glasbehaltern Z und F' aufbewahrt. 

Das eigentliche zylinderférmige ReaktionsgefiB, das sich in einem 
Thermostaten 7’ von der Temperatur ¢ befand, hatte vier Zuleitungen, 
d,e. f, g. Die Zuleitungen d und g waren etwa '/, m iiber dem Reaktions- 
gefaB spiralf6rmig gewunden, wodurch ein Schiitteln des ReaktionsgefaBes 
bei festen Verbindungen erméglicht wurde. Im allgemeinen wurde das 
GefaB 600 bis 700mal (s = 300) pro Minute geschiittelt. Zum Schiitteln 
diente ein Elektromotor, dessen Drehzahl durch einen Schiebewiderstand 
reguliert werden konnte. Bei der genannten Schiittelgeschwindigkeit war 
die Sattigung mit Arsenwasserstoff bereits nach 2 bis 3 Minuten eingetreten. 
Die Kapillare f reichte auf den Boden des GefaiBes. Die Zuleitung g fiihrte 
zur Druckmessungsvorrichtung, die aus einem normalen Quecksilber- 
manometer J und einem als Nullinstrument eingeschalteten Bodensteinschen 
Quarzfadenmanometer! H bestand, dessen AuBendruck durch eine bei 7 
angeschlossene Wasserstrahlpumpe reguliert werden konnte. Die Offnung 
bei h diente zum Anbringen eines kleinen GefaBes, in dem Arsenwasserstoff 
wahrend der Reaktion durch fliissige Luft ausgefroren werden konnte. 
Das Mikroskop K diente zum Beobachten des Quarzfadenmanometers. 

I waren Waschflaschen, um den fiir die Reduktion des Hamoglobins 
notigen Stickstoff vollstandig sauerstofffrei zu machen. Der Stickstoff 
wurde in einer Reinheit von 99,7°, von der Firma Linde, Sauerstoffwerke 
Berlin, bezogen. Als Waschfliissigkeit diente eine Lésung von Natrium- 
hydrosulfit in starker Kalilauge mit 10°, Zusatz von /-Anthrachinonsulfo- 
siure (Fieser?), Beim Durchstrémen der Gaswaschflaschen 1 bis 5 wurden 
oft Spuren von Schwefelwasserstoff mitgerissen. Um diese zu entfernen, 
wurde der Stickstoff noch durch zwei Flaschen (6 und 7) mit Kalilauge 
geleitet. Die letzte Flasche blieb leer. Durch M konnten dem Reaktions- 
gefiB weiter Fliissigkeiten zugesetzt werden; auBerdem diente M noch als 
Uberschaumer. 

Wenn nicht anders beschrieben, wurde immer in folgender Weise ver- 
fahren: 40cem Wasser, Saéuren oder Salzlésungen wurden in das GefaB 
eingefiillt, mit der Quecksilberpumpe auf Wasserdampfdruck abgepumpt. 
Aus der Falle C wurde méglichst schnell Arsenwasserstoff eingelassen, der 
Anfangsdruck p, abgelesen und dann einige Zeit geschiittelt. Nach Be- 
endigung der Aufnahme wurde der sich einstellende Druck p, abgelesen, 
der zuriickbleibende Arsenwasserstoff abgepumpt und in Falle D aus- 
gefroren. 

Wurden Blutkérperchen oder Hamoglobinlésungen untersucht, so 
wurden sie vorher in folgender Weise behandelt: 10 ccm mehrmals mit 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschene Blutkérperchen wurden mit 
30cem Kochsalzlésung verdiinnt und in das GefaéB eingefiillt. Mit der 
Quecksilberpumpe wurde wieder auf Wasserdampfdruck abgepumpt, einige 
Zeit geschiittelt und darauf durch die Kapillare f (der Reaktionsfliissigkeit ) 
1 Stunde Stickstoff zugeleitet, der bei e wieder entweichen konnte. Die 
Umwandlung des Oxyhamoglobins zu reduziertem Hamoglobin war nach 
einer halben Stunde schon beendet. Dann wurde wieder ausgepumpt und 
aus Falle C bis zu einem Druck p, Arsenwasserstoff eingelassen und wie 
oben geschiittelt. 


1 Ostwald- Luther, Physiko-chemische Messungen, Leipzig 1931. 
* Fieser, J. Amer. chem. Soc. 46, 2639, 1924. 
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Der in den Blutkérperchen zuriickgebliebene Arsenwasserstoff wide 
wie folgt bestimmt: Die Reaktionsfliissigkeit wurde in einem MeBkolhen 
mit Wasser verdiinnt und eine kleine Menge davon mit rauchender Salpete: 
siure und Schwefelséure unter Zusatz von etwas Perchlorséure veras«})t 
Die in der Schwefelséure bleibende Arsensiure wurde nach Bang! nit 
rauchender Salzsiure destilliert. Besonderer Wert wurde darauf gelegt. 
daB die Arsenmenge nicht gréBer als 10 mg war, da fiir gréBere Mengen dic 
Bangsche Methode nicht mehr genau ist. 

Der Inhalt des ReaktionsgefaéBes mit Zuleitung zu dem Manometer 
betrug v = 273 ccm, die eingefiillte Fliissigkeit immer v, = 40 cem, der 
Gasraum v, also v— v, = 233 ecm. 

In den nachfolgenden Tabellen erscheint neben den bereits genannten 
GiéfLen: 

An als die Molzahl des gelésten Arsenwasserstoffs, die sich entsprechend 
dem Gasgesetz aus der Druckerniedrigung 4p = p, — p, ergibt: 

Ap. 

An = RT 

v in Liter und p in Atm. ausgedriickt ergibt fiir die Gaskonstante R 0,082. 
Bei einer Temperatur von 20° C entsprach 1 mm Hg-Druck 1,275 . 10-5 Mol. 
p, als der auf 0° C reduzierte und in Atmospharen ausgedriickte Teildruck p,. 
c ist die Konzentration des gelésten Gases in Mol pro Liter Lésungsmitte! 

An 

way 

k als der fiir die rein physikalische Absorption geltende Absorptionsfaktor. 
Er gibt die Anzahl] Mole Arsenwasserstoff an, die bei 760 mm Hg-Teildruck 
von 1 Liter Lésungsmittel aufgenommen werden. Fiir Wasser, Eiweil, 
Serum und Salzlésungen errechnet sich k aus folgender Gleichung: k = c/p, 
(p; in Atm.). Der Bunsensche Absorptionskoeffizient « gibt das Volumen 
(in eem) an, das die bei t °C und 760mm Teildruck in 1 cem Fliissigkeit 
geléste Gasmenge bei 0°C und 760 mm Druck einnimmt. Zwischen « und / 
besteht folgende zahlenmaBige Beziehung: « = 22,4. k. 


IIa. Absorption von Arsenwasserstoff in Wasser. 


In Tabelle I finden sich die fiir Wasser und wisserige Salzlésungen 
erhaltenen Werte. 

Strohmeyer? hat als erster die Léslichkeit von Arsenwasserstoff 
in Wasser untersucht. Er hielt ihn fiir unléslich, wahrscheinlich, weil 
zu viel Wasserstoff beigemengt war. Der Absorptionsfaktor fiir Wasser- 
stoff betragt & = 0,00081 (« = 0,018). 

In die meisten Handbiicher, wie Gmelin-Kraut, Ausgabe 1907, 
7. Auflage, ist ein Wert von ZL. Soubeiran® eingegangen, daB Wasser 
den 5. Teil seines Volumens an Arsenwasserstoff lést. HE. Soubeiran 
gibt keine Methode an, nach der er die Léslichkeit bestimmt hat. Wabhr- 


1 Bang, diese Zeitschr. 161, 195, 1925. — ? Strohmeyer, Comment. 
Soc. Géttingen 16, 141, zit. nach Gmelin-Kraut. — * E. Soubeiran, Ann. 
de chim. et phys. 48, 407, 1830. 
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Tabelle I (Abb. 2). 





3 4 } 5 6 


t dp Jnin Mol c 
oC mmHg .10-5 10-3 Pa 
162,4 21,4 9,4 2,35 155,0 0,189 0.0124 
163,1 21,4 ) 9,6 2,40 155,0 0,189 0,0127 
159,0 20,9 9,5 2,38 151,5 0,185 0.0128 
292.6 20,9 3, 7,18 4,29 279,1 0,340 0,0126 
160,7 20,4 y 9,% 2,30 153,5 0,187 0,0123 
288,7 20,4 | 13,6 s. 4,32 275,1 0,336 0.0128 
228,2 20,8 3,: 3,32 217,8 0,262 0,0127 
313,4 20,8 7 ; 4,68 298,7 0,365 0,0128 
469.6 20,8 22,: 28,2 7,05 448,4 0,547 0,0129 
741.6 20,8 33.6 ‘ 10,7 708,0 0,863 0,0124 
k.. - 0,0126 
157,9 20,0 i ¢ 2,36 50, 0,184 0.0128 
161.3 19,4 9,96 2,49 53,! 0,188 = 0,0132 
545,6 19,4 25,i 2.6 8.15 520, 0,635 0,0128 
157.9 19,0 9 45 2.36 54.5 0,190 0,0124 
k. = 0,0128 


m 


* mj15 ,Soerensen*, Py = 7,0. ** 0,999 NaCl. 


Aus obigen k-Werten erhalt man x = 0,282 und « = 0,286. 


10% 
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Abb. 2. Absorption von As H, in Wasser (n Zahl der gelésten Mole, p, = Druck im Gleichgewicht). 


scheinlich war der von ihm verwandte Arsenwasserstoff nicht vollig 
wasserstofffrei. Erst als Lebeau! die Methode des Ausfrierens auf die 
Arsenwasserstoffdarstellung anwandte, gelang es, den Arsenwasserstoff 
vollig rein zu erhalten. 

K. Wolff erhielt aus seinen Versuchen fiir Wasser ein k = 0,0087 
(x = 0,195) und fiir Salzlésungen & = 0,0093 (« = 0,21), also Werte, 
wie sie wasserstoffhaltigem Arsenwasserstoff entsprechen wiirden. 


IIb. Absorption von Arsenwasserstoff in Basen und Sauren. 


Am auffallendsten ist hier die Unléslichkeit von Arsenwasserstoff 
in starker Lauge. Man hat also die Méglichkeit, Arsenwasserstoff voll- 


1 Lebeau in Moissan, traité de chimie 1904. 
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Der in den Blutkérperchen zuriickgebliebene Arsenwasserstoff wird 
wie folgt bestimmt: Die Reaktionsfliissigkeit wurde in einem MeBkojhey 
mit Wasser verdiinnt und eine kleine Menge davon mit rauchender Salpeter 
siure und Schwefelséure unter Zusatz von etwas Perchlorséure veras¢ht. 
Die in der Schwefelséure bleibende Arsensiure wurde nach Bang! mit 
rauchender Salzséiure destilliert. Besonderer Wert wurde darauf gelegt. 
daB die Arsenmenge nicht gréBer als 10 mg war, da fiir gréBere Mengen die 
Bangsche Methode nicht mehr genau ist. 

Der Inhalt des ReaktionsgefaBes mit Zuleitung zu dem Manomete; 
betrug v = 273 ccm, die eingefiillte Fliissigkeit immer v, = 40 .cem, de: 
Gasraum v, also v— v, = 233 ccm. 

In den nachfolgenden Tabellen erscheint neben den bereits genannten 
GiéLen: 

An als die Molzah] des gelésten Arsenwasserstoffs, die sich entsprechend 
dem Gasgesetz aus der Druckerniedrigung Ap = p, — p, ergibt: 

re 
B.t 
v in Liter und p in Atm. ausgedriickt ergibt fiir die Gaskonstante R 0,082. 
Bei einer Temperatur von 20° C entsprach 1 mm Hg-Druck 1,275 . 10-° Mol. 
p, als der auf 0° C reduzierte und.in Atmospharen ausgedriickte Teildruck p,. 
c ist die Konzentration des gelésten Gases in Mol pro Liter Lésungsmitte! 
An 


Bie > 
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k als der fiir die rein physikalische Absorption geltende Absorptionsfaktor. 


Er gibt die Anzah] Mole Arsenwasserstoff an, die bei 760 mm Hg-Teildruck 
von 1 Liter Lésungsmittel aufgenommen werden. Fiir Wasser, Eiweil, 
Serum und Salzlésungen errechnet sich k aus folgender Gleichung: k = cp, 
(p, in Atm.). Der Bunsensche Absorptionskoéffizient « gibt das Volumen 
(in cem) an, das die bei t °C und 760mm Teildruck in 1] cem Fliissigkeit 
geléste Gasmenge bei 0°C und 760 mm Druck einnimmt. Zwischen « und k 
besteht folgende zahlenmaBige Beziehung: « = 22,4. k. 


IIa. Absorption von Arsenwasserstoff in Wasser. 


In Tabelle I finden sich die fiir Wasser und wisserige Salzlésungen 
erhaltenen Werte. 

Strohmeyer” hat als erster die Léslichkeit von Arsenwasserstoff 
in Wasser untersucht. Er hielt ihn fiir unléslich, wahrscheinlich, weil 
zu viel Wasserstoff beigemengt war. Der Absorptionsfaktor fiir Wasser- 
stoff betragt k = 0,00081 (« = 0,018). 

In die meisten Handbiicher, wie Gmelin-Kraut, Ausgabe 1907, 
7. Auflage, ist ein Wert von EF. Soubeiran® eingegangen, daB Wasser 
den 5. Teil seines Volumens an Arsenwasserstoff lést. FE. Sowbeiran 
gibt keine Methode an, nach der er die Léslichkeit bestimmt hat. Wahr- 


1 Bang, diese Zeitschr. 161, 195, 1925. — ? Strohmeyer, Comment. 
Soc. Géttingen 16, 141, zit. nach Gmelin-Kraut. — * E. Soubeiran, Ann. 
de chim. et phys. 48, 407, 1830. 
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f wurd Tabelle I (Abb. 2). 
Bkolben — 
al pete 4 | 5 6 
erascht, 4p 4nin Mol c 
ng! mit Nr. , mm Hg a oe I 
| oo ae 1624 74 | 9,4 2,35 55 0,189  0,0124 
, 163,1 p 7,6 9,6 2,40 56 0,189  0,0127 
i 159,0 | 7,5 9,5 2,38 51,5 0,185 0,0128 
lometer 292,6 3,5 17,18 4,29 oT 0,340 0,0126 
m, der ; 160,7 20,4 | y 9,2 2,30 53,5 0,187 0,0123 
288,7 20.4 | 13,6 | 17,3 4,32 27: 0,336 = -0,0128 
annter 228,2 20,8 13,3 3,32 , 0,262 = 0,0127 
313,4 20,8 18,7 4,68 298, 0,365 0,0128 
469,6 20,8 22.3 28,2 7,05 0,547 0,0129 
echend 741,6 20,8 42,8 10,7 7 0,863  0,0124 
k = 0,0126 
m 
157,9 20,0 9,44 2,36 53. 0,184 | 0,0128 
161,3 19,4 9,96 2,49 53,f 0,188 0,0132 
0.089 545,6 19,4 26,f 32,60 8,15 aye 0,635 0,0128 
5 Mol 157,9 19,0 9,45 | 2,36 54,5 0,190  0,0124 
Ick py, k,, = 09,0128 


mitte] * mj15 ,Soerensen*, py = 7,0. ** 0,99 NaCl. 


Aus obigen k-Werten erhalt man « = 0,282 und « = 0,286. 
Aktor, Ww 
druck 
weil, 
= C/Py 
umen 
igkeit 
ind i 


0 700 200 J00 400 sbommlg 
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ngen Abb. 2. Absorption von As H, in Wasser (n = Zahl der gelésten Mole, p, Druck im Gleichgewicht). 


scheinlich war der von ihm verwandte Arsenwasserstoff nicht vdllig 

stoff wasserstofffrei. Erst als Lebeau! die Methode des Ausfrierens auf die 

weil Arsenwasserstoffdarstellung anwandte, gelang es, den Arsenwasserstoff 
vollig rein zu erhalten. 

K. Woljf erhielt aus seinen Versuchen fiir Wasser ein k = 0,0087 


sser- 


D7, (x = 0,195) und fiir Salzlésungen k = 0,0093 (a = 0,21), also Werte, 
sser wie sie wasserstoffhaltigem Arsenwasserstoff entsprechen wiirden. 
ran 


uhr- IIb. Absorption von Arsenwasserstoff in Basen und Séuren. 


Am auffallendsten ist hier die Unléslichkeit von Arsenwasserstoff 
in starker Lauge. Man hat also die Méglichkeit, Arsenwasserstoff voll- 


1 Lebeau in Moissan, traité de chimie 1904. 
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Tabelle II. 


Spalte 1 enthalt die Anzahl cem der konzentrierten Laugen bzw. Sauzen, 
die mit Wasser auf 40 ccm Fliissigkeit verdiinnt wurden. 





1 ee Se ees es He ee 


t 4p 4nin Mol c 


Pr °C mmHg .10-5 10-3 | 2 Po 


. 
LS 
. 


2,38 (151.6) 0,185 0.0128 
2,44 |154,4' 0,189 0.0129 
0,37 '153,4 0,189 0.0019 
0,92 |534,1) 0,656 0.0017 
0,0 '160,4 0,197 0,0 
0,0 (297.7 0,361 0,0 


leem NaOH © 159,1 | 21,2 
aes a 162,1 | 21,5 
10 +> os 154,6 18,6 
537.0 | 18,6 
40 , 160,4 | 20,2 
297,7 | 20,2 


oowrs 

se cs ec 

Oost or 
BD vo 


265,0 21,4 0 | 0,0 | 265.0 0,324 | 0,0 
'158,7 19,0! 6,3 2,01 |152,4 0,185 , 0,0108 
546,9 19,0) 19,7 3 527.2 0,644  0,0102 
161,1 | 18,9; 5,9 1,88 155,2 0,191 0,0101 
552,7 | 18,9 | 18,5 | 2% 5,92 534,2, 0,655 0,009! 


kommen rein darzustellen, denn der sonst beigemengte Schwefelwasser- 
stoff wird von Lauge quantitativ absorbiert. Hingegen konnte bei 
Sauren keine stirkere Aufnahme festgestellt werden, im Gegenteil 
nimmt die Léslichkeit bei zunehmender Konzentration ebenfalls 
etwas ab. Es konnte also auf diese Weise nicht geklirt werden, ob 
der Arsenwasserstoff ein Hydrat bildet und ob dieses sauer oder ba. 
sisch reagiert. 


IIe. Absorption von Arsenwasserstoff in Eiwei8 
und Serum. 


Zu den Tabellen IIa und IIIb sind in Spalte 1 die Zahlen der cem an- 
gegeben, die auf 40 cem Lésung verdiinnt wurden. Es wurde Rinderserum 
verwandt. Versuch 20 wurde mit 4 Wochen altem Serum, Versuch 22 mit 
einem etwas kleineren GefaiB ausgefiihrt. v betrug statt 273 cem 239 ccm. 


Tabelle Illa. Absorption von AsH, in HiihnereiweiB. (Abb. 3.) 





1 2 3 of 5 6 
Versuch ‘ 
ey t 4p  4ninMol ¢ 
; ? : 
Nr. Pi °C immHg! .10-5 | .10-3 


16 10cem 1594 = 20,0 te 9,80 2,45 | 1 0,186 0,0131 
17 10 158,6 | 20,0 1.5 9,58 2,39 0,186 | 0,0128 
10 289,4 | 20,0 13,5 17,2 4,30 5 0,338 | 0,0127 

18 20 156,9 | 20,0 7,0 9,7 2,42 0,183  0,0132 
20 346,3 | 20,8 16,9 21,5 5,37 : 0,403  0,0133 

20 480,4 | 20,8 | 228 29,10 7,27 0,560  0,0130 

20 746,1 | 20,8 35,4 , 45,00 11,25  710,7. 0,870 0,0129 

k 0,0130 


m 
a = 0,29 





sauren, 


0,01 28 
0.0129 
0.0019 
0,0017 
0,0 
0.0 


0.0 

0,0108 
0102 
9,010] 
),009] 


isser- 
7] bei 
nteil 
falls 
1, ob 


ba- 


ane 
rum 
mit 
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Tabelle IIb. Absorption von AsH, in Serum. (Abb. 3.) 





1 2 re 5 | 6 q 8 
Versuch t 4p  4ninMol c Pe Py 
Pi °C j|mmHg_.10-5 .10-3 |mmHg!} Atm. 


2,28 | 155.4 0,191 0,0120 
4,65  325,1 0,400 0,0117 
2,41 | 153,56 0,190  0,0127 
4,85 310.0) 0,385 0,0126 

94,3) 0,114 | 0,0132 


k,, = 0,0124 
e=> 0,28 


6,0 99,5 0,124 | 0,0124 
13,9 | 15,1 | § 235,0 0,286 0,0131 


20cem 162.5 19,0 
Ss 339,6 19,0 
a6 161,0 18,0 
20 5, 325,1 18,0 
40 99,0 19,0 


. 


—_ 
. 
“Ie O'orre 


i Ola] mad 


. 


_ 


. 


aus obigen Werten zusammen k.. = 0,0128 
a = 0,28 


400 00mm lig 
aor? 


Abb. 3. Absorption von AsH, in Hiihnereiwei® (0) und Serum (x). Die ausgezogene Linie gibt 
die Absorption in Wasser wieder (laut Abb. 2). 


IId. Absorption von Arsenwasserstoff in Himatinlésung 
(Abb. 4). 

Aus Rinderblutkérperchen wurde eine Haminlésung nach Schalfe- 
jeff! dargestellt und zwecks Reinigung einige Male umgefallt. Lést 
man Hamin in wasserigen Alkalien, so wird das am dreiwertigen Eisen 
gebundene Chlor durch die Hydroxylgruppe ersetzt und es entsteht 
Hamatin. Hamatin verbindet sich mit organischen Basen, wie Pyridin oder 
Nicotin. Diese Verbindungen unterscheiden sich nur in der Farbe und 
im Spektrum von dem in Alkali gelésten Himatin. Fiir die Absorptions- 
versuche wurde dasselbe Hamin teils in Alkali und teils in Pyridin 
gelést. 10 cem dieser Hamatinlésungen enthielten Hamatin aus 0,12 g 
Hamin (18 . 10-° Mole). 

Es wurden mehrere kolorimetrische Eisenbestimmungen ausgefiihrt, 
um die Reinheit des Hamatins zu ermitteln. Sie ergaben fiir 10 ccm im 
Mittel 0,0096 g Fe, was einer Reinheit von 93%, entspricht. 


1 Schalfejeffu. W. Kiister, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., 
Teil 8. 
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Wie aus Tabelle IV und Abb. 4 hervorgeht, nehmen Hamatin. 
lésungen mehr Arsenwasserstoff auf als Wasser. Der Mehrbetrag ist 
vom Druck unabhangig, doch anscheinend der Hamatinmenge propor. 
tional. Durch Abpumpversuche wurde festgestellt, daB der iiber den 
Wasserwert hinausgehende Betrag irreversibel gebunden wurde. 


sor 





ey 


200 300 400 Soommhg 
ao 
Abb. 4. Absorption von AsH, in der einfachen Konzentration Hiimatin (oberste Linie), in der 


halben Konzentration Hiimatin (mittlere Linie) und in der gleichen Konzentration Haim (unterst: 
Punktreihe); die unterste Gerade gibt die Absorption in Wasser (laut Abb. 2). 


Wahrend der Absorption anderte sich die Farbe der Pyridin- 
Hamatinlésung von dunkelrot zu einem helleren Rot. Diese Farb- 
anderung lie8 die Bildung von Haim vermuten. Ebenso zeigte eine 
spektroskopische Untersuchung der nach der Absorption erhaltenen 
Hamatin-Natronlaugelésungen neben den Streifen des Hamatins die 


des Hams. 

Die Absorption der Hamatinlésungen fiir Arsenwasserstoff war 
nicht so groB wie sie bei vollstaéndiger Hambildung zu erwarten gewesen 
ware. Danach war mdglicherweise die Reduktion des Hamatins zu 
Ham nicht vollstandig. In dem dargestellten Hamin war mittels Spektro- 
meter Methimoglobin nicht nachweisbar. 


Tabelle IVa (Abb. 4). 
Versuch 23 wurde mit einer 1,2°, himinhaltigen Pyridinlésung ausgefiihrt. 
Versuche 24 bis 27 mit 20 ccm einer 1,2% igen Hamatinlésung in Alkali. 








1 
Versuch Sf ee 
mam | PL 


23 
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Absorption von Arsenwasserstoff in Hdmlésungen (Abb. 4). 
20 cem Hamatinlésung wurden mit Natriumhydrosulfit reduziert und 
die Aufnahme des Arsenwasserstoffs in der Apparatur bestimmt. 


Tabelle IVb (Abb. 4). 





t die n e Po Py 
oC . 10-5 . 10-3 mm Hg Atm. 
20,0 2,5 2,¢ 0,7! 52,7 0,064 = 0,015 
20,0 +6 5,86 | ) 104,2 0,128 0,0114 
20,0 J > 282 | 1949 0,238  0,0118 
20,0 : 5, | 3,86 268,3 0,330 0,0116 
bn = = 0,0116 
= 0,26 
Der Absorptionskoeffizient fir Hamlésungen ist etwas niedriger 
als der fiir Wasser gemessene, weil zur Reduktion des Haimatins ein 
groBer UberschuB an Hydrosulfit verbraucht wurde, um die Oxydation 
der Hamlésung an der Luft wahrend des Einfiillens in das Reaktions- 
gefa zu verhindern; die Himlésung hatte dadurch stark alkalische 
Reaktion. Ham sowie Hydrosulfitlésungen oxydieren sich sofort in 
yegenwart von Sauerstoff. 


Illa, Absorption von Arsenwasserstoff in Blutkérperchenaufschwemmungen. 


Das Versuchsmaterial bestand aus defibriniertem Rinderblut, das mit 
physiologischer Kochsalzlésung serumfrei gewaschen wurde. Die Blut- 
kérperchen wurden im Eisschrank aufbewahrt. Faulnishimolyse konnte 
selbst nach 8 Tagen nicht festgestellt werden. Zur Ausfiihrung der Absorp- 
tionsmessung wurden 10 ccm der Blutkérperchen mit 30 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung verdiinnt, in die Versuchsapparatur eingebracht und mit 
Stickstoff reduziert (vgl. Methodik S. 158). 


Wie folgende Tabelle (V) zeigt, hangt die Absorptionsfahigkeit sehr 
stark vom ,,Alter‘‘ der Blutkérperchen ab. 


Tabelle V. 





4 4 


Versuch “Brat. A iBlute | 
pes kérper- py dp | 4nin Mol. 
inecem |; chen | | 
Nr. in Tagen mm Hg . 10-5 . 10-3 


28 10 166,0 9,6 2 3,0 | 156,4 0,190 
10 292.1 | 21,3 | 16,3 5,18 | 275,8 0,334 

10 471,7 | 25,4 | 3% 8,05 | 446,3 | 0,554 

10 740,9 | 38,6 12,25 | 702,3 0,855 

29 10 | 680,6 44,6 Free  636,0 0,780 
30 155,5 11,7 3,75 | 143,8 0,176 
282,8 1.5/1 § 6,90 | 261,3 | 0,324 

157,4 | 13,2 | 4,22 144,2 | 0,178 

| 299;9 | 23,0 | 29,4 7,35  269,9 | 0,330 


Bei noch alteren Blutkorperchen wurden folgende Werte gemessen: 


| 155,2 | 20,0 | 15,8 | 20,2 | 5,05 | 139,4 | 0,170 
526,0 | 20,0 | 45,3 | 57,8 14,45 | 480,7 0,586 





31 || | 
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Im iibrigen sind die Werte fiir ,,gealtertes‘‘ Blut, wie eingehend:re 
Versuche gezeigt haben, nicht reproduzierbar. Es Jat sich nur a). 
gemein die Feststellung machen, daB die ,,Absorptionsfahigkeit’’ mit 
dem ,,Alter“ des Blutes zunimmt. AuBerlich sind am Blute keine 
Veranderungen zu erkennen. Um daher vergleichbare und reproduzicr- 
bare Werte zu erhalten, wurden zu den entscheidenden Messungen nur 
vollkommen frische Blutkérperchen herangezogen. 


Ilib. Absorption von Arsenwasserstoff in frischen Blutkérperchen- 
aufschwemmungen. 


Tabelle VI (Abb. 5). 
6 bis 8 Stunden nach der Blutentnahme wurde die Aufnahme von AsH, 
gemessen. 





1 3 "wig Fae 
Versuch Blut- t 4p | nin Mol 


kérperchen Pi 
Nr. in ecm °C | mmHg «10-5 


~ 


10 78,2 20,0 4,6 5,8 1,4 7 0,094 
10 230,3 19,9 11,7 14,9 3,72 y 0,268 
10 59,3 19,8 3,4 4,3 1,08 5,9 | 0,068 
10 160,0 18,9 8,5 10,9 2,72 § 0,185 
10 329.1 18,9 16,3 20,8 5,20 315 0,386 
10 496,7 18,9 | 23,4 50 | 0,557 
10 124,7 19,0 6.5 2,08 0,144 
10 280,7 19,0 | 14,0 | 4,50 36 0,327 
10 5 18,8 1,8 2,3 . 0,57 0,016 
10 De 19,0 J 0,0048 
10 bE 19,0 0,189 
10 53,2 | 19,0 R 2,70 f 0,189 
10 160.0 | 19.0 “2 6 0,185 
20 120,0 18,8 Ye 2, 0,136 
20 320,4 18,8 f 224 302, 0,371 
20 49,5 18,2 ; 5, 5,¢ 0,055 























I00 S00minig 


> 


Abb. 5. Gerade 1 ist wieder die Wasserlinie, 2 ist die fiir 10 cem Blutkérperchen durch die ver- 
schiedenen Punkte gezogene Gerade, 3 ist das gleiche fiir die doppelte Konzentration. 


Es zeigte sich, daB die absorbierte Arsenwasserstoffmenge A 7 
beim Auspumpen nicht vollkommen zuriickerhalten werden konnte. 
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Kine Menge n, blieb in der Fliissigkeit zuriick. Dieser zuriickgebliebene 

Anteil des Arsenwasserstoffs wurde mit Hilfe von Arsenanalysen nach 

Bang (s. Methodik) ermittelt (s. Tabelle VII). Die aus diesen Analysen, 

sowie die an reinem Wasser erhaltenen Ergebnisse erlauben es, die 

gesamte absorbierte AsH,-Menge in zwei Teile zu zerlegen: Einen 

lediglich physikalisch gelésten Teil n, und einen gebundenen bzw. um- 

gesetzten Anteil mg. 

}. An = n, + n, (Mole). Fiir die physikalische Lésung gilt das Gesetz von 
Henry Dalton. 

2.c =k.p,. ¢ = Konzentration des gelésten Stoffes, k = Absorptions- 
faktor, p, = Teildruck des Gases in Atmospharen, v = Lésungsvolumen, 
n, = Anzahl der gelésten Mole. 


3. baw. my = v.k. py. 
Tabelle VII. 





Versuch Nr. || 32 | 33 24 37 | 380 42 46 47 


mg As gefunden | 0,78 | 1,10 | 0,65 | 0,77. 0,63 | 0,94 | 1,87. 1,95 
n, — ASH, inMolen.10-5 | 1,0 | 1,41 | 0,83 0,98 0,81 1,20 240 2,50 


Fiir den gebundenen Anteil ergab sich also unabhingig vom 
Druck ps eine Proportionalitat mit der Blutkérperchenmenge, wie 
Tabelle VII und Abb. 5 zeigen. 


. N= m.b. m= Blutkérperchenkonzentration, 6 = Proportionalitits- 
faktor; wenn m = 1 ccm Blutkérperchen ist, so gibt 6 die Menge AsH, 
in Molen an, die von 1 ccm aufgenommen werden. Gleichung (1) 1aBt 
sich also schreiben: 

5. An=v.k.p,+m.b, worin An nach dem Gasgesetz aus der Druck- 
erniedrigung Ap errechnet wird: 

Ap.v 

a 


Tabelle VIII. 


An 





Versuch ; 4 

Nr. » n 
32 0,091 | 0,100 5,8 | 1,2 0,0132 
33 0,268 | é 0,142 14,9 | 33? 0,0126 
34 0,068 0,083 4,3 | 0,86  0,0126 
37 0,577 | 0,098 30,0 | 7,25 0,0125 
39 0,327 0,081 18,0 4,30 0,0131 
42 0,189 0,120 11,3 2,52  0,0132 
46 0,371 0,120 204 | 5,00 06,0135 
47 0,055 | 0,125 SA.) 2 0,72  0,0132 
k,, = 0,0129 
a = 0,288 


In Tabelle VIII sind die aus den genannten Daten unter Einsetzung 
der Werte aus den Tabellen VI und VII errechneten Zahlen wieder- 
gegeben. Die Streuung der Werte fiir ) um den Mittelwert 0,11 ist 
nicht unbetrachtlich. Dennoch ergibt sich fiir k eine recht gute Uber- 
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andere wasserige Lésungen. 


k,, (H,O) = 0,0126; « = 0,28 
k,, (EiweiB) = 0,0131; « = 0,29 
k,, (Serum) = 0,0125; « = 0,28 
k,, (Ham.) = 0,0116; « = 0,26 
k,, (Blutkérp.) = 0,0129; « = 0,29 


Dagegen charakterisiert die Gleichung fiir n, die Bedeutung der 
Blutkérperchen fiir die Absorption. Sie sagt also aus: Die Zahl der 
festgehaltenen AsH,-Molekiile ist proportional der vorhandenen Blut- 
menge. Das hierin gewonnene Resultat legt die Vermutung nahe, da{} 
eine konkrete chemische Bindung, oder wahrscheinlicher eine Um- 
setzung stattgefunden hat. 

Nach K. Wolff besitzen Serum und Blutkérperchenaufschwem- 
mungen die gleiche absolute. Absorptionsfihigkeit. Dieser Befund 
konnte nicht bestatigt werden, wie aus einem Vergleich von Abb. 2 
mit Abb. 4 hervorgeht. Die Meinung Wolffs iiber die Bedeutung des 
EiweiBgehalts fiir die Absorption von Arsenwasserstoff kann nicht 
aufrechterhalten werden. Vielmehr zerfallt die Absorption, wie gezeigt 
wurde, in einen reversiblen Anteil, der mit der Absorptionsfahigkeit 
des Wassers zusammenfallt und einen irreversiblen Teil, in welchem 
eine der Erythrocytenmenge proportionale Arsenwasserstoffmenge um- 
gesetzt wird. Die abweichenden Befunde Wol/fs diirften sich auf die 
Nichtbeachtung der oben besprochenen Alterungserscheinungen zuriick- 
fiihren lassen. 

IIe. Absorption von Arsenwasserstoff in Blutkérperchenaufschwemmungen 
bei Zusatz von Hydrosulfit. 


Tabelle IX (Abb. 6). 
Die Blutkérperchen wurden in der geschilderten Weise mit Stickstoff im 
Reaktionsgefai8 reduziert, dann wurden einige Tropfen Natriumhydrosulfit 
(Na,S,0,) durch die Offnung M zugegeben. 





1 Ee eke oe, Be ed ee ee 8 9 


Versuch Blut- 








| | l l 
j kérperchen| p; t | 4p | 4nin Mol | eae ee | P k 
Nr. in ccm °C |mmHg .10-5 | .10-3 | 

48 | 10 159,5 18,8 7,5 9,6 2,40 | 152,0 0,187 | 0,0128 


10 | 828,1 188 15,2 19,5 | 4,90 | 312.9 0,385 | 0,0127 

10 | 495,6 18,8 | 22,5 | 288 | 7,20 | 4731 | 0,582 | 0,0124 

49 10 =| 1186) 19,0) 55) 7,04 | 1,76 | 113,1 | 0,139 | 0,0127 
| 10 | 275.3) 19,0 13,0! 166 | 4,10  262,3 | 0,332 | 0,0127 

| 10 | 453,3 | 19,0 | 20,0 25,6 | 640 | 433,38 0,530 | 0,0121 


| | | | ik, = 0,0126 


einstimmung und vor allem véllig zweifelsfrei der gleiche Wert wie fiir 
reines Wasser. Daher gibt auch die graphische Darstellung (Abb. 5) die 
gleiche Neigung der Geraden bei Blutkérperchengegenwart wie fiir 
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wie fiir Die erhaltene Absorptionsgerade fallt nunmehr praktisch mit der 

5) die § fur Wasser erhaltenen zusammen. Die Einwirkung des Blutes auf den 

vie fiip § Arsenwasserstoff scheint demnach aufgehoben zu sein. In diesem Falle 
ist auch die Aufnahme des Gases vollkommen reversibel. Beim Aus- 
pumpen erhielt ich dieselbe Arsenwasserstoffmenge wieder zuriick. 
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Abb. 6. Absorption von AsH, in Blutlisung mit Hydrosulfit [ausgezogene Linie = Absorption 
in Wasser (laut Abb. 2)]. 
1wem- 
efund Wie schon lange bekannt ist, reduziert bereits der Stickstoff voll- 
\bb. 2 stindig das Oxyhimoglobin. Die Wirkung des Hydrosulfits kann 
g des deshalb nicht auf einer Reduktion des Oxyhamoglobins beruhen. Diese 
nicht Auffassung wurde auch durch Versuche mit Kohlenoxyd gesittigten 
zeigt Blutkérperchen gestiitzt, die die gleiche Absorption wie reduzierte 
igkeit Blutkérperchen zeigten. Es bleibt demnach nur anzunehmen, daB das 
chem Hydrosulfit entweder das Hamoglobinmolekiil an einer anderen Stelle 
un- angreift als Sauerstoff oder Kohlenoxyd und ihm dadurch die Umsatz- 
f die fahigkeit nimmt, oder daB der Umsatz nicht auf Hamoglobin, sondern 
riick- auf andere Bestandteile des Blutes zuriickzufiihren ist. .Die Wirkungs- 


weise des Hydrosulfits wird am besten verstandlich, wenn man bedenkt, 
daB Arsenwasserstoff wie Hydrosulfit stark reduzierende Substanzen 
_ sind. Sind durch Hydrosulfit die fiir die Reaktion mit Arsenwasserstoff 
verantwortlichen Gruppen oder Bestandteile reduziert, so kann selbst- 
verstandlich Arsenwasserstoff nicht mehr reagieren und verschwinden. 
f im Die Wahrscheinlichkeit, daB das am Eisen bereits durch Stickstoff 


ulfit reduzierte Hamoglobin an einer anderen Stelle durch Hydrosulfit noch weiter 
reduziert werden kénnte, ist gering. Dagegen erscheint es durchaus wahr- 





." scheinlich, daB die iibrigen Bestandteile des Blutes, wie Cytochrom, Gluta- 

thion usw., die, wie die Arbeiten von Keilin' gezeigt haben, nicht vom Stick- 
stoff reduziert werden, mit Hyposulfit oder Arsenwasserstoff reagieren. 

Diese Substanzen bilden auch keine feste Kohlenoxydverbindung nach Art 

des Kohlenoxydhamoglobins. Mengenma8ig kommen sie wohl weniger in 
)128 Frage, denn R.G. Pichard und Ch. S. Marsdenjo* geben den Gesamt- 
127 glutathiongehalt des menschlichen Blutes mit 20 mg an, fiir 10 cem Blut- 
a4 kérperchen waren es also weniger als 0,02 mg. Cytochrom verschwindet gegen- 
nel iiber Glutathion noch mehr infolge seines viel héheren Molekulargewichtes. 
121 1 Keilin, Proc. roy. Soc. B, seit 1925. 2 R. G. Pichard u. Ch. S. 


126 Marsdenjo, J. Lab. Clin. Med. 19, 395, 1934. 
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Ilid. Autoxydation von Himoglobin. 


Es ist naheliegend, daB die erhéhte Absorptionsfiahigkeit von 
langer aufbewahrtem Blut mit der Bindung von Arsenwasserstoff an 
frisches Blut zusammenhangt. Lat man Ferrosalze an der Luft stehen, 
so gehen sie fast alle mit der Zeit in Ferrisalze iiber. Ebenso oxydieren 
sich Hamlésungen an der Luft sehr schnell und das Him geht in 
Hamatin tber. 


Da im folgenden von Oxydation und Reduktion des Oxyhamoglobins 
gesprochen wird, méchte ich kurz die wesentlichen Unterschiede von Hamo. 
globin, Oxyhamoglobin und Methémoglobin hervorheben: (reduziertes) 
Hamoglobin ist eine Ferroverbindung (Haim + Globin); Oxyhamoglobin 
ist ein Additionsprodukt aus Hamoglobin + 1 Molekiil Sauerstoff, das 
Eisen bleibt zweiwertig. (Conant! nennt es ein Oxygenationsprodukt); 
Methamoglobin ist ein wahres Oxydationsprodukt des Hamoglobins 
(Hamatin + Globin) und enthalt nur dreiwertiges Eisen ohne angelagerten 
molekularen Sauerstoff. Reines Oxyhamoglobin enthalt also drei Oxy- 
dationsaiquivalente mehr als Methaimoglobin. Oxydiert man es z. B. mit 
Ferricyanid, so werden pro Molekiil Hamoglobin (auf Eisen berechnet) 
1 Molekiil O, in Freiheit gesetzt. 

Auch bei Hamoglobinlésungen ist eine Oxydation zu Methamoglobin 
é6fters beobachtet worden. Ph. Ellinger und Fr. Rost? wiesen Methamo- 
globin bei der Ather- und Chloroformnarkose nach, erhielten aber nicht 
regelmaBig im Spektroskop einen Methamoglobinstreifen. Nach 24 Stunden 
fanden sie am iiberlebenden Tier kein Methamoglobin mehr. Das gebildete 
Methaimoglobin wird also im Tierkérper wieder zu Hamoglobin reduziert. 
W. Heubner und H. Rhode* schreiben: Bekanntlich wandelt sich eine 
Oxyhamoglobinlésung beim Altern an der Luft leicht von selbst zum Teil 
in Methaémoglobin um. F. Haurowitz‘! gibt als Methode zur Reindarstellung 
eines salzfreien Methaimoglobins einfaches Stehenlassen von Hamoglobin- 
lésungen in der Kalte unter Zusatz von 20°, Alkohol an. Allerdings soll 
sie erst nach 8 Wochen vollkommen sein. M. Nicloux und G. Fontes® er- 
hielten nach einwéchigem Stehenlassen von Hamoglobinlésungen an der 
Luft mit 95°,igem Alkohol bei 37°C reines Méthimoglobin. Der Alkohol 
dient nur zur Verhinderung einer bakteriellen Reduktion. Als Oxydations- 
mittel kann Alkohol nicht in Frage kommen. H. JI. Morgan und I. M. Neill ° 
stellen fest, daB die Autoxydation des Hiaimoglobins durch reduzierende 
Bakterien verhindert wird. W. Kiister und K. Kimmich? fanden bei der 
Darstellung von kristallisiertem Oxyhamoglobin in zwei von drei Fallen, 
daB das Hamoglobin im Exsikkator bei tiefer Temperatur teilweise in 
Methamoglobin iibergegangen war. 

Da8 vom Standpunkt der Kinetik keine Widerspriiche bestehen, zeigen 
die Messungen von L. Michaelis*. Hamoglobin wird durch eine nicht 


' I. B. Conant, J. of biol. Chem. seit 57, 401, 1923. — 2 Ph. Ellinger 
u. Fr. Rost, Arch. f. exper. Path. u. Pharm, 95, 281, 1922. — * W. Heubner 
u. H. Rhode, ebenda 100, 117, 1923. — 4 F. Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 188, 68, 1924. — 5 M. Nicloux u. G. Fontes, C. r. Acad. Sci. Paris 
178, 1757, 1924. — ® W. Kiister u. K. Kimmich, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 172, 199, 1927. — 7? H. I. Morgan u. I. M. Neill, J. exp. Med. 40, 
269, 1924. — § L. Michaelis, diese Zeitschr. 239, 186, 1931. 
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wesentlich héhere als die aiquivalente Menge Ferricyankalium vollstandig 
zu Methamoglobin oxydiert. Der Bereich des Oxydations-Reduktions- 
potentials des Ferri-Ferrocyanidsystems ist also bedeutend positiver als 
der des Methamoglobin-Haimoglobinsystems'. Waren beide fast gleich, 
so wiirde zur vollstandigen Oxydation des Hamoglobins ein gréBerer Uber- 
schu8 an Ferricyankalium nétig sein. Der Potentialbereich des Sauerstoffs 
ist aber bei po = 7,0 um 0,4 Volt positiver als der des Ferricyanidsystems. 
Aus thermodynamischen Uberlegungen ist also zu fordern, daB Hiaimoglobin 
durch die stéchiometrisch aquivalente Menge Sauerstoff erst recht voll- 
stindig zu Methamoglobin oxydiert werden kann. Wenn also im Blute das 
Hamoglobin zu einem Viertel in Form von Oxyhamoglobin vorliegt, so ist 
der Sauerstoff fiir die vollstandige Oxydation zu Methimoglobin schon 
ausreichend. 

Damit ist aber nichts iiber die Geschwindigkeit gesagt, mit der diese 
Oxydation verliuft. Normalerweise ist sie sehr klein. DaB sie aber trotzdem 
nicht so klein ist, daB sie nicht beobachtet werden kann, zeigen die oben 
genannten Arbeiten. Dann ist zu bedenken, daB die unterste Grenze der 
spektroskopischen Nachweisbarkeit von Methaimoglobin neben Hamo- 
globin 15°, ist. Durch bestimmte Katalysatoren kann diese Oxydation 
beschleunigt werden. 

Neill und Hastings? zeigten, daB die spontane Methaémoglobinbildung 
im Blute sehr schnell vor sich geht, wenn das Hamoglobin teils als redu- 
ziertes, teils als Oxyhamoglobin vorliegt. Aus reinem Oxyhimoglobin kann 
sich kein Methaémoglobin bilden; in reinem reduziertem Hamoglobin fehlt 
der zur Oxydation zu Methamoglobin nétige Sauerstoff. 

Auf Grund seiner Beobachtungen halt es J. B. Conant (|. c.) fiir wahr- 
scheinlich, daB sich in allen Hamoglobinlésungen etwas Methamoglobin 
findet, das von einem geringen Zerfall des Hamoglobins herriihrt. 


In der folgenden Tabelle (X) werden einige Versuche mit reinen 
Hamoglobinlésungen angegeben. 


Tabelle X. 





Versuch | t j jn | 
7 oC 10-5 " Pa 


50 160,9 20,6 10,1 2,52 | 153,0 0,187 | 0,0135 
541,2 20,6 31,4 8 516,6 0,631  0,0124 

51 150,3 19,0 2,6 29.0 25 127,7 0,157 

304,4 19,0 44,4 ; 269,7 0,336 

2 161,7 17,8 23,8 | 30,6 7,6 137,9 0,171 
Fiir Versuch 50 wurde mehrfach wmkristallisiertes Pferdehaimoglobin * 
benutzt. Die Kristalle wurden in Wasser gelést, gut verkorkt und etwa 
4 Monate im Eisschrank stehengelassen; dann wurde die Arsenwasserstoff- 
aufnahme bestimmt. Es war bakterielle Zersetzung eingetreten (wahr- 
scheinlich nur anaerob, da von auBen kaum Luft zukommen konnte). Im 
Spektroskop konnte nur reduziertes Hamoglobin nachgewiesen werden. 


1 7, B. Conant, J. of biol. Chem. seit 57, 401, 1923. — * O. Neill u. 
Hastings, diese Zeitschr. 68, 479, 1925. —- * F. Haurowitz, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 186, 149, 1924. 
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Die Hamoglobinkonzentration war ungefahr dieselbe (etwa 7°,, durch 
O,-Aufnahme bestimmt ) wie bei den friiheren Versuchen mit Blutkérperchien, 
Die Absorption war nicht viel héher als bei Wasser (km, = 0,0129). 

Fiir Versuch 51 und 52 wurde in einer von Stadie und Ross! angegebeven 
Zelle mit Pergament-Kollodiummembran*® aus  Rinderblutkérperchen 
mittels Elektrodialyse Hamoglobin hergestellt. Bei der Herstellung es 
Hamoglobins fiir Versuch 51 wurde die Temperatur nicht genau verfolgt. 
Wahrend der Elektrodialyse des fiir Versuch 52 hergestellten Hamoglobins 
wurde die Temperatur beobachtet und auBerdem eine eventuelle lokale 
Warmeentwicklung durch dauerndes Riihren vermindert. 


Bei Versuch 51 und 52 wurde bemerkt, daB nach den Werten, die 





man beim Auspumpen erhielt, der physikalisch geléste Teil des Arsen- : 

wasserstoffs um 15 bis 20% gréBer war als bei Wasser. In zwei Ver. | D 

suchen mit stark gealterten Blutkérperchen (vom selben Tier!) konnte : M 

ich dasselbe beobachten. Weitere Versuche dariiber wurden aufgegeben, R 

da sie keine Lésung des Hauptproblems versprachen. li 

IVa. Arsenwasserstoff und Methimoglobin. : 

Arsenwasserstoff reagiert. mit Methaimoglobin und fiihrt es in : 

reduziertes Himoglobin tiber, wie W. Lipschitz (1. c.) festgestellt hat. g 

In der nachfolgenden Tabelle XI gibt je 

Spalte 1: die Versuchsnummer, [ 

», 2: die Menge Blutkérperchen, die entweder im ReaktionsgefaB, wie h 

4 friiher angegeben, mit Stitkstoff reduziert wurde oder die zwecks h 
aa Uberfiihrung in Methamoglobin in einer Kollodiummembran mit 
Nitrit oder Ferricyankalium versetzt und gegen Wasser oder 

% physiologische Kochsalzlésung dialysiert wurde, V 

7 ;, 3: den vorher zugegebenen Methamoglobinbildner. Dial. bedeutet, 8 

: daB mittels Dialyse reines Methimoglobin hergestellt wurde. | 

» 4: p, = der eingelassene Arsenwasserstoffdruck in mm Hg, r 

5: Ap = der aufgenommene Arsenwasserstoff in mm Hg, k 

» 6: n, = die geléste Menge Arsenwasserstoff in Molen, ¢ 

»» 7: M = das aus Abb. 2 fiir die entsprechenden p,-Werte (Wasser) 1 

entnommene An. Fiir die beiden letzten Versuche stammen die } 


Werte fiir 4n aus Abb. 4, Gerade 2 (frische Blutkérperchen), 


te » 8: An = n,— MN, die von den Blutkérperchen oder den Methaimo- 
: globinlésungen festgehaltene Menge Arsenwasserstoff. Beim 
Auspumpen erhielt ich nur den physikalisch gelésten Teil zuriick, 
der ebenso groB war, wie der fiir Wasser gefundene. 


Fiir Versuch 53 und 54 wurden Blutkérperchen wie sonst mit 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt (insgesamt 40 ccm) und mit 
Stickstoff reduziert. Dann wurden 4 bzw. 2 ccm Kaliumferricyanid in 
konzentrierter Lésung zugegeben. Dabei ging ein Teil der Blutkérper- 


1 W.C. Stadie u. E. C. Ross, J. of biol. Chem. 68, 229, 1926. — 2 Ettisch 
u. Grosscurth, diese Zeitschr. 226, 441, 1933. 
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Tabelle XI. 








6 7 8 








3 4 5 


53 10 |) 4ccm konz. K,Fe(CN),.. | 369,6 | 122,2  156,0 | 22,0 | 134,0 
) 


4 | RO Bs a a ‘ «. |} 221,8 | 61 78,0 | 13,0 65,0 
55 | 10 || Dial. K,Fe(CN),......... 191,8 | 16,2; 19,4 | 11,2 8,2 
56 10 jo Ns ke ae 214,4 | 174 | 22,2 | 12,5 9,7 
57 | 10 | ” ik. Sahn edie how oni ae 176,2 16,0 20,4 10,7 10,2 
68 10 10ccm 10-5 nK;Fe(CN), 1480 12,9 16,5 10,3 6,2 
59 | 10!) 20, 10-5n a 91,5 15,6 19,9 6,75 13,1 





chen in Lésung iiber und alles Haimoglobin lag als Methamoglobin vor. 
Nun wurde Arsenwasserstoff zugegeben und seine Aufnahme an der 
Druckabnahme gemessen. Es zeigte sich, daB sie der zugegebenen 
Menge an Kaliumferricyanid proportional war. Nach Beendigung der 
Reaktion fiel ein hellbrauner Niederschlag aus. Mit einer Spur Alkali 
lieB er sich wieder auflésen. Diese Lésung zeigte nun im Spektrometer 
weder die Banden des Oxyhamoglobins noch des reduzierten Haimo- 
globins, noch des Methamoglobins, noch des Hamatins, sondern im 
Gelben und Griinen traten zwei Absorptionsbanden auf, die nach den 
spektroskopischen Tafeln von Schumm mit denen des Ham, oder wie 
es friiher genannt wurde, des Hamochromogen zu identifizieren waren. 
Das Verhaltnis der absorbierten Arsenwasserstoffmenge zu dem vor- 
handenen Kaliumferricyanid sprach fiir kolloidales Arsen. Offensichtlich 
hatte das iiberschiissige Cyanid den Arsenwasserstoff weiter oxydiert. 

Fir Versuch 56 und 57 wu den 10 ccm Blutkérperchen nach einem 
von Rolf Meier! angegebenen Verhaltnis mit Natriumnitrit (in isotoni- 
scher Lésung) versetzt und 24 Stunden gegen physiologische Kochsalz- 
lésung dialysiert. Nach Ausbleiben der Priifung des Dialysats auf NO 
mit Ferrosulfat wurde noch einige Stunden weiter dialysiert. Eine 
kleine Probe zeigte nach dem Absetzen der Blutkérperchen, daB die 
dariiberstehende Fliissigkeit vollkommen wasserklar geblieben war 
und die Blutkérperchen die typische braune Farbe des Methamoglobins 
hatten. Diese Blutkérperchen wurden nun, wie oben angegeben, mit 
Arsenwasserstoff in der Apparatur reduziert. Fir Versuch 56 wurden 
9,7.10-5 Mol Arsenwasserstoff zur Reduktion verbraucht. Nach 
Beendigung der Arsenwasserstoffaufnahme konnte keine Hamolyse 
festgestellt werden. Die Blutkérperchen zeigten wieder die rote Farbe 
des reduzierten Hamoglobins. Nach 2'/, Stunden setzten sich die 
Blutkérperchen klar ab, nach etwa 6 Stunden trat partielle Hamolyse ein. 

Fiir Versuch 57 wurden 10,2 . 10-5 Mol Arsenwasserstoff verbraucht. 
Auch hier begannen sich die Blutkérperchen klar abzusetzen. Die 
Arsenwasserstoffaufnahme war innerhalb 3 Minuten beendet und nahm 


1 R. Meier, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 110, 241, 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 293. 12 
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wahrend 5 weiteren Stunden, darunter 1 Stunde Schiitteln, nicht /u. 
Das Methaimoglobin war vollkommen reduziert. Nach dieser Zeit 
schien eine partielle Haimolyse eingetreten zu sein. Aller iiberschiissiver 
Arsenwasserstoff wurde abgepumpt und durch Stickstoff vertrieben, 
Dann wurde die Blutkérperchenaufschwemmung mit Stickstoffiiber- 
druck unter Paraffin in ein Zentrifugenglas eingeleitet, so daB die Blut- 
kérperchen wahrend der ganzen Zeit nicht mit Luft in Beriihrung 
kamen. Es wurde zentrifugiert, und es zeigte sich einwandfrei eine 
partielle Hamolyse, die weder nach 12 noch nach 24 Stunden zuve- 
nommen hatte. Bei der spektroskopischen Untersuchung zeigte sich 
weder Methimoglobin noch Oxyhamoglobin, sondern reines reduziertes 
Hamoglobin. 

Wenn man den Hamoglobingehalt dieser 10 cem Blutkérperchen 
auf 25% schatzt (die Blutkérperchen konnten nicht quantitativ aus 
den Kollodiumsackchen ausgespiilt werden), so erhalt man auf Eisen 
umgerechnet (16800) 15. 10-5 (Mol) Val Methimoglobin. Dieses Met- 
hamoglobin wurde von 10,2 . 10-5 Mol Arsenwasserstoff reduziert. Wenn 
aller Arsenwasserstoff zu metallischem Arsen oxydiert worden wiire, 
so hatte nur 5-. 10-5 Mol Arsenwasserstoff verbraucht werden diirfen, 
entsprechend der Gleichung: AsH, + 3 HbOH = As + 3 Hb + 3 H,0O. 
Die Oxydation blieb also auf einer niederen Oxydationsstufe stehen. 
Theoretisch waren folgende Stufen (in Analogie zum Ammoniak) 
méglich: As,H, und AsH,OH. Fiir das erstere diirfte der Arsenwasser- 
stoffverbrauch maximal 15.10-°Mol betragen, fiir das zweite 
7,5.10-> Mol. Die Oxydation blieb also zwischen dem ersten und 
zweiten stehen, denn fiir Versuch 55, 56 und 57 wurden mehr als 
7,5.10-° Mol verbraucht. Als erstes Oxydationsprodukt tritt also 
As,H, auf. Die mégliche Existenz eines AsH,OH ist sehr gering, wie 
im folgenden Kapitel eingehend erlautert wird. 

Die obigen Ergebnisse legen folgende Gleichung nahe: 

AsH, + HbOH = '/, As,H, + Hb + H,0, 
wenn HbOH Methamoglobin und Hb reduziertes Haimoglobin bedeutet. 


V. Die Reaktion von Arsenwasserstoff mit Sauerstoff in Gegenwart von 
Blutkérperchen. 

Sauerstoffhaltige Blutkérperchenaufschwemmungen zeigen gegen- 
iiber sauerstofffreien ein bedeutend erhéhtes Absorptionsvermégen fiir 
Arsenwasserstoff. Wahrend des Absorptionsvorganges tritt Hamolyse 
ein. Wie bereits von Meissner! und Labes (l. c.) erkannt wurde, kann 
dieser Vorgang nur als eine katalytische Oxydation des Arsenwasser- 
stoffs aufgefaBt werden. Im Verlaufe dieser Reaktion treten offenbar 
Oxydationsprodukte auf, denen eine hamolysierende Wirkung zuge- 
sprochen werden muB. Labes (1. c.) glaubte das kolloidale Arsen, durch 


1 Meissner, Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther. 18, 284, 1913. 
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das er in der Tat in vitro Hamolyse erzeugen konnte, als Oxydations- 
produkt und Hamolyticum annehmen zu miissen, waihrend K. Wolff 
(|. c.) aus seinen Versuchen ein AsH,OH errechnete, dem er die gleiche 
himolysierende Fahigkeit zusprach. 

Im folgenden soll eine Reihe von Untersuchungsergebnissen mit- 
geteilt werden, auf Grund deren ich im Gegensatz zu Labes und Wolff 
als erstes Reaktionsprodukt ein hypothetisches Hydrarsin (in Analogie 
zum Hydrazin!) von der Formel H, As—AsH, annehme. (W.Heubner und 
K. Wolff, s. Einleitung 8.157.) Ob diesem H, As— As H, schon eine hamo- 
lysierende Wirkung zugesprochen werden kann, steht noch nicht fest. 

Zuniachst wurde die Reaktion AsH, + Sauerstoff bei Gegenwart von 
Blutkérperchen untersucht. Die benutzte Apparatur war die gleiche, wie 
die zur Untersuchung des Lésungsvermégens von Blutkérperchenauf- 
schwemmungen benutzte. Die Blutkérperchen wurden mit Wasser oder 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt, so daB immer 40 cem Fliissigkeit 
im ReaktionsgefaB waren, und wie friiher angegeben (vgl. 8. 159) 1 Stunde 
mit Stickstoff reduziert. Dann wurde Arsenwasserstoff eingelassen, durch 
Schiitteln mit der Fliissigkeit ins Gleichgewicht gebracht und Sauerstoff 
in der gewiinschten Menge méglichst schnell zugegeben. Es wurde wieder 
geschiittelt und in bestimmten Zeitintervallen die Druckabnahme gemessen. 
Am Ende jeden Versuchs wurde das zuriickbleibende ‘Gasgemisch ab- 
gepumpt. 

Das Reaktionsgemisch wurde, wie oben angegeben (vgl. S. 160), 
auf Arsen analysiert. Aus dem gefundenen Arsen und der manometrisch 
gemessenen Druckabnahme wurde das Verhaltnis Sauerstoff zu Arsen- 
wasserstoff berechnet. 

Theoretisch sind folgende Oxydationsstufen méglich (womit nicht 
behauptet werden soll, daB molekularer Sauerstoff mit Arsenwasserstoff 
in der angegebenen Weise reagiert): Die letzte Spalte gibt das Ver- 
haltnis von O, zu AsH, an. 

1. 4AsH,+ 0, -» 2H,As—-AsH, + 2 H,O (Hydrarsin) 

2. 4 AsH, + 20, - 4AsH,OH (Hydroxylarsin) Riediy: 

3. 4 AsH, + 30, -+ 4As + 6H,O (elementares, kolloidales 
Arsen) ... , 

4. 4 AsH, + 40, -» 2 As,O + 6H,O (Arsensuboxyd) 

5. 4 AsH, + 60, - 2 As,O, + 6H,O (arsenige Saure) . 

6. 4 AsH, + 8 O, -» 2 As,O,; + 6H,O (Arsensiure) 


In den folgenden Tabellen gibt an: 
Pas, die Menge des eingelassenen As H, in mm Hg, 
Po, die Menge des eingelassenen O, in mm Hg, 
die Anzahl Minuten vom Beginn bis zum Abbruch der Reaktion, 
die Temperatur des Wasserthermostaten, 
die Gesamtdruckabnahme in mm Hg, 
die Verminderung des Gasraums in Molen . 10-°, 
die gefundene Menge Arsen in mg, 
die Verminderung des Gasraums in Molen. 10-°, 
das molare Verhiltnis O, zu AsH,: 4, /44¢. 
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Das GefaB hatte bei allen Versuchen (mit Ausnahme von Versuche (| 
bis 67, v = 239cem) ein Volumen von 273 ccm. Ebenso war bei allen 
Versuchen die verwendete Fliissigkeitsmenge 40 cem, der Gasraum also 
233. cem. Der Gasdruck py, und p, ), betrug stets 160 mm Hg. 


Tabelle XII zeigt die Abhangigkeit des Reaktionsproduktes yon 
der Sauerstoffmenge. 


Versuche 61 bis 65 sind nach 1 bis 2 Minuten unterbrochen worden, um 
ungefaihr denselben Umsatz zu erhalten. 

Versuche 66 und 67 sind nach 6 Minuten unterbrochen worden. Die 
eingelassene Arsenwasserstoffmenge war immer dieselbe. 


Tabelle XII. 





pom Po, Sp | dn Me | Mas x 


61 474,2 27,4 29,8 12,4 165 | 0,80 
62 163,0 28,1 | 30,6 15,0 20,0 0,53 
63 155,0 32,9 | 35,8 | 17,5 23,3 0,53 
64 80,3 28,9 | 314 | 168 21,0 0,49 
65 42,0 29,0 | 31,6 | 16,5 22,0 0,44 
66 82,4 103,88 | ~113,0 56,5 75,0 0,51 
67 160,0 , 138,6 | 151,0 70,5 94,0 0,61 


DaB das gebildete Zwischenprodukt von der Menge der Blut- 
kérperchen abhangt, zeigt Tabelle XIII. 


Tabelle XIII. 





| 


Versuch : 
a Ip dn Jt | .m,, Mas 


1 ccm 96,4 123,00 | 20’ 37,0 | 49,5 
2,5 ,, 54,1 68,7 | 6 | 26,2 35,0 
o 6 94,5 | 120,0 6 56,3 | 75,0 
10: ..,, 122.6 | 1565,5 6 78,8 | 105,0 
a 56,5 | 72,0 20 21,0 | 28,0 


142 42473 43 
Om CIO 


Versuch 75 zeigt die Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit 
durch CO. Das Verhaltnis von Kohlenoxyd zu Sauerstoff war 85 mm 
CO zu 160 mm HgO,. Ein Vergleich mit Versuch 74 zeigt, daB in der 
dreifachen Zeit weniger als die Halfte des Gesamtumsatzes erreicht wurde. 
(Weitere Versuche mit CO siehe in Tabelle XVI und Abb. 8.) 

Fiir die nun folgenden genaueren Versuche wurden folgende 
Korrekturen angebracht: Beim Einlassen des Sauerstoffs auf die mit 
As H, gesattigte Fliissigkeit trat schon eine Reaktion an der Oberfliche 
der Fliissigkeit ein. In mehreren Leerversuchen wurde die Menge des 
so gefundenen Arsens bei den entsprechenden AsH,- und O,-Drucken 
bestimmt. Die Werte lagen zwischen 7 und 10. 10-° Mol AsH, (in der 
Tabelle I). 


Fiir Versuch 81 wurde kein Leerwert beriicksichtigt, da in der ersten 
Minute noch keine Reaktion eingetreten war (offenbar wegen ungeniigende: 
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Durchmischung der Gase). Es wurde nur der aus den Absorptionsmessungen 
bestimmte Wert von 1,2.10-° Mol je 10 ccm Blutkérperchen subtrahiert. 

Nach Beendigung der Reaktion wurde die Lésung spektroskopisch 
untersucht: Es zeigte sich, daB in fast allen Fallen der Blutfarbstoff 
zerstért worden war und sich Hamatin gebildet hatte. Bei sehr ge- 
ringem Umsatz wurde Methimoglobin beobachtet. Da 10 ccm Blut- 
kérperchen etwa 15 bis 16.10-5 Mol Hamoglobin enthalten (auf Fe 
berechnet !), so kénnen fiir diese Umwandlung im Maximum 4 . 10-5 Mol 
0, verbraucht worden sein. Dieser Wert wurde von der Gesamtdruck- 
abnahme subtrahiert (in der Tabelle n, als Differenz). In der Tabelle 
bedeutet H, daB Haimatin beobachtet worden ist. 

Die Versuche wurden nach 15 bis 20 Minuten unterbrochen, als 
die weitere Druckabnahme sehr klein wurde. 


Tabelle XIV. 





Versuch t 
or Pas, Po, ma Ip dn H My Ms, Me 1 My 2 





81 | 565,0 12,4 16,8) 28,0 37,0 0,0 37,0 22,1 29,5 1,2 28,3 0,31 
82 | 492,2 59,2 18,2 '133,6171,7 (H) 4,0 167,7 94,0'125,0 7.0 118.0 0,42 
83 27,4 80,3 16,8 182,5 235,5 (H) 4,0 231,5 126,0168,2 8,0 160,2 0,45 
84 | 516,6 93,1 18,4 170,0 218,2 (H) 4,0 |214,2'110,2 147,0 10,0 137,0 | 0,56 
85 57,7 505,9| 17,0 106,5 137,3 (H) 4,0 133,3' 43,5 58,0 1,2 56,8 1,35 
86 60,8 300,8 17,3 122,5 158,0 (H) 4,0 154,0 47,5 63,5 1,2 62,3 1,47 





Tabelle XIV zeigt, daB bei einem Verhaltnis von AsH, zu O, wie 
10: 1 bis 50: 1 gréBere Mengen As,H, erhalten werden kénnen. Da die 
Reaktion in der fliissigen Phase vor sich geht, die Gase also vorher 
gelést sein miissen, und der Absorptionskoeffizient fiir O, ungefahr 
zehnmal kleiner ist als der fiir AsH,, so ist in Wirklichkeit das Ver- 
haltnis AsH, zu O, noch viel gréBer. Ebenso bindet Haimoglobin bei 
einem Sauerstoffpartialdruck von 12mm _ sehr wenig molekularen 
Sauerstoff (1 mm). 

Versuch 82 wurde in der folgenden Weise weitergefiihrt: Nach 
Beendigung der in der Tabelle angegebenen Reaktion wurden AsH, 
und QO, wie sonst durch laingeres Auspumpen entfernt. Dann wurde 
wieder reiner Sauerstoff zugelassen, um das gebildete Zwischenprodukt 
weiter zu oxydieren. Dazu wurden 50mm Hg O,-Druck verbraucht 
(64,5 . 10-5 Mol O,). Nach Zugabe von ein paar Tropfen Lauge nahm 
die O,-Aufnahme weiter um 30 mm zu (38,6. 10-° Mol), insgesamt also 
um 103 . 10-5 Mol. Bei der Analyse wurden 117 . 10-5 Mol As gefunden. 
Diese 117 . 10-5 Mol haben zur vollstandigen Oxydation (103 + 50,7) 
153,7 . 10-5 Mol O, verbraucht; das entspricht einem Verhaltnis von 
O, zu AsH, wie 1,32. Wenn der gesamte AsH, quantitativ zu As,O, 
oxydiert worden ware, so hatte das Verhaltnis O, zu AsH, 1,5 ergeben 
miissen, Es muB also bei der Oxydation ein Zwischenprodukt entstehen, 
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das ziemlich bestandig ist und sich sehr schlecht weiter oxydieren |i\jt, 
Die nachstliegende Annahme ware elementares (kolloidales) Arsen, 
Tatsachlich konnte auch eine nach der von Labes (1. c.) angegebenen 
Methode hergestellten Probe von kolloidalem Arsen bei Gegenwart von 
Himoglobin mit O, nicht weiter oxydiert werden, wenigstens nicht 
wahrend mehrstiindigen Schiittelns. 

10 cem Blutkérperchen wurden mit 20 cem physiologischer Koch. 
salzlésung im ReaktionsgefiB mit Sauerstoff (450mm Hg Druck) 
gesittigt. Dann wurden 10 ccm nach Labes hergestelltes kolloidales 
Arsen dazugegeben. Nach einer sofortigen Druckzunahme von 6,4 mm 
infolge der Flissigkeitsvermehrung, trat selbst nach mehr als einstiindi- 
gem Schiitteln keine Volumenverminderung ein. Sauerstoff konnte also 
zu einer etwaigen Oxydation von kolloidalem Arsen nicht verbraucht 
worden sein. Eine Wiederholung des Versuchs ergab dasselbe Bild. 

Tabelle XV und XVI zeigen die Abhangigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeit von der Blutkérperchenmenge und die Hemmung der 

xeschwindigkeit durch Kohlenoxyd und Blausiure. 

At gibt die Anzahl Minuten zwischen zwei Ablesungen an, 

SAt_ die Gesamtzeit in Minuten, 

Ap die jeweilige Druckabnahme, 

‘Ap die Gesamtdruckabnahme, 

SAn_ die jeweilige Verminderung des Gasvolumens in Molen . 10-5, 

SAn_ die Gesamtverminderung, ~ 

An/ At den Differenzenquotient der pro Zeiteinheit erfolgten Verminderung 
des Gasvolumens. 


Tabelle XV (Abb. 7). 





4st Zaft 4p L4p dn Ldn 


_ Nr. 71. 1leem Blutkérperchen, 160mm As Hs, 163 mm Og. 
: \’ 7,8 10,0 

1 20" 2 20" 6,2 140 | 7,9 17,9 

1 3 20 Lo of Fe 6,3 24,2 

2 40 6 GA. 24). 2601 7,8 32,0 

Nr. 72. 2,5 cem Blutkérperchen, 156 mm As Hz;, 160 mm Og. 
45" 10,2 13,0 

: 1°45” | 13,3 23,5 17,0 30,0 

15 3 bt 35,2 14,9 44,9 

+ 8,1 43,3 10,3 55,2 

6 10,8 54,1 | 13,8 69,0 


Nr. 73. 5ecem Blutkérperchen, 160mm AsHg, 180mm Oy. 
15,9 20,3 
1’ 30” 16,4 32,3 20,9 41,2 
2 15 14,9 47,2 | 19,0 60,2 
3 05 15,2 624 | 19,4 79,6 
4 11,3 73,7 14,4 94,0 
5 11,3 85,0 14,4 108,4 
6 9,5 94,5 12,1 120,5 
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n lilt. ; Tabelle XV (Fortsetzung). 
Ars: n 4 2 ee 
»benen | Jt r4t 4p L 4p 4n 





rt \ on 


Nr. 74. 10cem Blutkérperchen, 160,3 mm AsH;, 160mm Og. 


nicht 
32,5 41,1 

6 55” 1’ 55" 29,1 61,6 36,8 77,9 

Koch. §— 45 2 40 21,3 82,9 27,0 104,9 

ruck) ff 10 3 50 24,4 107,3 30,8 135,7 

20 | 6 10 224 129,7 28,3 164,0 


vidales 50 6 15,0 144,7 19,0 183,0 
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Abb. 7. Abnahme des Gasdrucks in Molen (gn) nach der Zeit (4t) bei wachsender Konzentration 
an Blutkérperchen. 


Tabelle XVI (Abb. 8). 





Versuch 
Nr. 


& 
= 


lan an 


75 13,3 
32,7 28,2 41,5 
58,4 32,6 74,1 
77,7 24,5 98,6 
95,8 23,0 121,6 
111,3 19,7 141,3 
121,3 22,8 164,1 

100,0 
151,8 93,0 193,0 
223,8 91,1 284,1 
283,3 75,8 359,9 

20,5 
28,2 | 15,4 35,9 
36,3 | 10,3 46,2 
53,9 | 22,4 68,6 
82,8 | 368 105,4 
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Die Temperatur betrug bei allen drei Versuchen 20° C; die eingelasser 
Mengen Arsenwasserstoff und Sauerstoff je 160 mm Hg. 

Nr. 76 zeigt die Hemmung der Reaktion bei Gegenwart von 85 mm Hy 
Kohlenoxyd. Das Verhaltnis von Kohlenoxyd zu Sauerstoff betrug 0,35. 
Nr. 77 wurde unter denselben Bedingungen ausgefiihrt wie Nr. 76, 111 
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Abb. 8. Gleiche Anordnung wie in Abb. 7, Kurve 74, doch Zusatz von N,, CO oder HCN. N. B. den 
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wurde statt Kohlenoxyd 85mm Stickstoff als indifferentes Gas beige- 
mengt. — Nr. 78 zeigt die Hemmung von 4.10-3 Mol Blausaure. Eine 
Konzentration von 1 . 10-4 Mol hemmte bereits nicht mehr. Nr. 77 zeigt, 
da8 Oxyhaimoglobin bei der Reaktion AsH, + O, als Katalysator wirkt. 


VI. Die Oxydation von Arsenwasserstoff durch Sauerstoff bei Gegenwart von 
Himatin. - 


Die Versuche wurden mit der gleichen Apparatur ausgefiihrt (siehe 
Methodik). Die verwendeten Hamatinlésungen waren dieselben, wie zu 
den Absorptionsversuchen. 10cem der Stammlésung wurden mit Wasser 
auf 40 cem Fliissigkeit verdiinnt, im Reaktionsgefa8 ausgepumpt und mit 
einer bestimmten Menge Arsenwasserstoff ins Gleichgewicht gebracht. 
Darauf wurde wieder Sauerstoff eingelassen. Dann wurde einige Zeit ge- 
schiittelt und die ebsorbierte Menge am Manometer bestimmt. Ap = 4Ap,, 
+ Apasy, Nach Abpumpen des zuriickbleibenden Gasgemisches wurde 
die umgesetzte Menge Arsenwasserstoff durch Arsenanalysen bestimmt. 
An), wurde wieder aus An— Ang,y, bestimmt. Die Versuchsdauer 
lag zwischen 15 und 25 Minuten. Es ergaben sich die Werte der 
Tabelle XVII. 


Versuche 95 bis 98 zeigen, daB wahrscheinlich als erstes Reaktions- 
produkt As,H, entsteht. Das Verhaltnis von O, zu AsH, ist kleiner 
als 0,5. Ein Leerwert wurde nicht beriicksichtigt, da besondere Versuche 
gezeigt hatten, daB er sehr klein ist und vernachlassigt werden kann. 
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Tabelle XVII. 





Versuch I t 
xr, || PAsHs | Po, | o¢ ak dn Mas Ras 


311,3 61,3 18,6 75,0 | 96,0 44,3 58,0 0,65 
4754 | 219,1 | 188 445.0 | 569,5 | 262,5  351,0 0,62 
500,5 | 100,0 17,4 150,3 | 193,0 82,5  110,0 0,75 
499,9 85,0 19,1 104,6 | 133,9 53,4 71,2 0,88 
486.0 53,0 18,0 117,6 | 151,0 | 87,4 | 116,5 0,30 
473,7 34,6 19,1 72,5 92,8 | 54,8 73,0 0,27 
4672,7 20,7 20,7 52,3 66,4 33,8 45,0 0,47 
47,2 17,7 18,5 36,5 46,7 | 25,2 33,6 0,39 


1] 


Ebenso blieb der Leerwert bei der Absorption von Arsenwasserstoff in 
Himatin im Gegensatz zu dem bei Blutkérperchen gefundenen unbe- 
riicksichtigt, da am Ende im Reaktionsgemisch nie Haimbildung beob- 
achtet wurde; auBerdem war bei Abbruch der Reaktion nie der gesamte 
eingelassene Sauerstoff verbraucht worden, es war also immer geniigend 
vorhanden, um etwa gebildetes Haim sofort wieder zu Hamatin zu 
oxydieren. 

DaB die Oxydation des Arsenwasserstoffs an der eisenhaltigen 
Gruppe des Hamatins einsetzt, zeigt folgende oft gemachte Feststellung: 
Wenn man zu irgendwelchem Zeitpunkt Salzsiure zu dem Reaktions- 
gemisch gab, so hérte die Druckabnahme auf und selbst nach mehr- 
stiindigem Schiitteln trat keine Abnahme mehr ein. Durch Salzsaure 
bildet sich bekanntlich Chlorhimin (Fe Cl). 


Diese Tatsache, sowie die fiir reinen Arsenwasserstoff am Hamatin 
erhaltenen Ergebnisse legen folgenden Reaktionsmechanismus nahe, 
wenn Fe’’'OH Hamatin und Fe Ham bedeutet: 

4 (Fe OH + AsH, ->1/, As,H, + Fe” + H,O) 
4Fe’ + O, + 2H,O --4 Fe OH 
4 AsH, + O, - 2 As,H, + 2 H,O 
(entspricht einem molaren Verhaltnis O,: AsH, = 0,25). 





Haim wird laufend riickoxydiert und erméglicht so den Fortgang 
der primaren Oxydation von AsH, zu As,H,. AuBerdem besteht natiir- 
lich die Méglichkeit, daB das gebildete As,H, mit O, direkt weiter 
reagiert und sofort zu elementarem Arsen oxydiert wird (As,H, + O, 
+ 2 As + 2H,0). 

Im ersten Augenblick kénnte es vielleicht scheinen, daB das von 
K. Wolff (1. c.) angenommene Reaktionsprodukt AsH,OH_ bestandiger 
als As,H, ist. Dariiber geben die organischen Derivate einige Anhalts- 
punkte. Wahrend es bis heute noch nicht gelungen ist, ein (CH,),AsOH 
darzustellen, ist das entsprechende methylierte Hydrarsin schon tiber 
100 Jahre als freies Kakodyl (CH,),As—As(CHy)., bekannt. Alle 
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diese Verbindungen vom Typus R,As—AsR, reagieren mit Luftsaucr- 
stoff sehr heftig, so daB sie sich an der Luft von selbst entziinden, 
Interessant ist in diesem Zusammenhang noch folgende Tatsaciie: 
Phenylkakody] wird in der Hitze zu Triphenylarsin und Arsen zersetzt. 


3 (C,H;),As — As (C,H). > 4 (CgH5);As + 2 As. 


Will man dies auf das Hydrarsin iibertragen, so wiirde zu folgern 
sein, daB es leicht in Arsenwasserstoff und elementares Arsen iibergeht. 


Dies alles sind natiirlich nur Annahmen; eine endgiiltige Ent- 
scheidung kann erst getroffen werden, wenn es gelingt, As,H, wirklich 
zu isolieren. 


VII. Reaktionskinetische Versuche. 


Einen naheren Einblick in den Reaktionsmechanismus sollten 
reaktionskinetische Versuche ergeben. Hierbei war zu beriicksichtigen, 
daB8 rein physikalische Prozesse, wie Lésungsgeschwindigkeit, Diffu- 
sion usw., in die erhaltenen Daten eingehen. Die Abhangigkeit cer 
Reaktionsgeschwindigkeit von “der Schiittelgeschwindigkeit beweist, 
daB dieser eine erhebliche Bedeutung zugesprochen werden mu. Auch 
die unter gleichen physikalischen Bedingungen erhaltenen Werte diirfen 
daher lediglich zu einer ersten Orientierung verwandt werden. Eine 
exakte reaktionskinetische Analyse kann erst vorgenommen werden, 
wenn es mit Hilfe einer geeigneten Apparatur gelingt, entweder eine 
praktische Unabhangigkeit von der Schiittelgeschwindigkeit zu erzielen 
oder den Einflu8 der Schiittelgeschwindigkeit genau zu bestimmen. 


Alle Versuche wurden mit einer 1,2°,igen Hamatinlésung ausgefiihrt, 
vgl. S. 163. Die Bezeichnungen in den folgenden Abbildungen sind die 


gleichen wie in Abb. 7 und 8. s gibt die Schiittelgeschwindigkeit pro Mi- 
nute an. a 
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Abb. 9. Abnahme des Gasdruckes in Molen (4n) nach der Zeit (4t) bei wachsender Konzentration 

an Himatinlésung. Versuch 101 wurde mit 1 ccm Himatinlésung, 102 mit 2,5 ccm, 103 mit 5 ccm 

und 104 mit 10 ccm ausgefiihrt. Die eingelassenen AsH,- und O,-Mengen betrugen fiir jeden 
Versuch 200 mm Hg AsH, und 50mm Hg O, (s = 180). 
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Abb. 10. Abnahme des Gasdruckes in 
Molen (4n) nach der Zeit (st) in Ab- 
hingigkeit vom eingelassenen Arsen- 
wasserstofidruck. Versuch 105 wurde 
mit 200 mm Hg AsH;, 106 mit 100mm 
und 107 mit 50 mm ausgefiihrt. Der ein- 
gelassene O,-Druck betrug je 50 mm Hg. 
Als Katalysator wurden je 30 ccm Hi- 
matinlésung verwandt (8 180). 
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Abb. 11. Abnahme des Gasdruckes in Molen (4) nach der Zeit (4t) in Abhiingigkeit vom ein- 

gelassenen Sauerstoffdruck. Versuch 108 wurde mit 25 mm Hg O., 109 mit 50 mm, 110 mit 100 mm 

und 111 mit 200 mm Hg ausgefiihrt. Die eingelassene Menge AsH, betrug jeweils 200 mm Hg. 
3ccm Hiimatinlésung wurden als Katalysator verwandt (¢ = 260). 
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VIII. Zur Himolyse. 


In den vorhergehenden Abschnitten wurde gezeigt, da} unter ganz 
besonderen Bedingungen, wie sehr hohem Arsenwasserstoffdruck gegen- 
iiber sehr niedrigem Sauerstoffdruck, wahrscheinlich ein Hydrarsin 
entsteht. Es erhebt sich nun die Frage, ob dieses erste Oxydations- 
produkt von Arsenwasserstoff bereits fiir die Hamolyse verantwortlich 
za machen ist. Bei allen Versuchen in vitro wurde Hamolyse beob- 
achtet, wenn sich der Blutfarbstoff nicht schon zersetzt hatte. Bei 
keinem dieser Versuche ergab sich aus der gemessenen Druckabnahme 
und analysierten Arsenmenge das fiir reines Hydrarsin verlangte Ver- 
haltnis von Sauerstoff zu Arsenwasserstoff (0,25!). Es muB also immer 
noch ein héheres Oxydationsprodukt dabei entstanden sein, wahr- 
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scheinlich elementares Arsen, und zwar auch bei den Versuchen jit 
Methamoglobin. 


Die aus dem Reaktionsgemisch erhaltenen Stoffe wurden auf. jlire 
hamolytische Wirksamkeit gepriift. Fir alle Untersuchungen wurden 
mehrmals gewaschene Blutkérperchen benutzt, die in einem geeigneten 
GefaB! mit physiologischer Kochsalzlésung 1: 10 verdiinnt, erst im Vakwuum 
und dann 1 Stunde mit Stickstoff reduziert wurden. 16 kleine Zentrifuven. 
glaser wurden je mit 3 cem der reduzierten Blutkérperchenaufschwemmuny 
beschickt, nachdem noch vorher jedes Zentrifugenglas 3cem erwiarmtes. 
fliissiges Paraffin erhalten hatte, um das Einleiten unter vollstandigem 
LuftabschluB zu erméglichen. Nun wurde aus der Schiittelbirne eine 
Reaktionsfliissigkeit zugesetzt, die nach Einwirkung von Hamatin auf ein 
Gemisch von viel Arsenwasserstoff und wenig Sauerstoff zu _friiheren 
Himatinversuchen gr6éBere Mengen von As,H, entstehen muBten. Da die 
verwandte Hamatinlésung 10 ccm 0,2 n Natronlauge enthielt (vgl. S. 163), 
wurde sie mit 20 cem 0,1 n Salzséure neutralisiert. Der Salzgehalt der so er- 
haltenen 60 ccm Fliissigkeit betrug 0,12g, also 0,2% (das Reaktions- 
gemisch hatte wie bei allen friiher ausgefiihrten Versuchen ein Volumen 
von 40cem). AuBerdem enthielt die zugesetzte Salzsdure noch 0,42 g Koch- 
salz = 0,7 °,, insgesamt enthielt das zugesetzte Reaktionsgemisch 0,9 °,, NaC, 
Das ausgefallene Haimatin setzte sich zu Boden, die dariiberstehende Fliissig- 
keit war klar und ungefirbt. Diese wurde nun unter Stickstoffiiberdruck den 
Blutkérperchen zugesetzt. Je zwei Zentrifugengliser wurden mit 0),(5, 
0,1, 0,2, 0,5, 1, 3 und 8 eem beschickt. Zwei Glaser blieben zur Kontrolle 
frei. Nach 12 Stunden wurde zentrifugiert und es zeigte sich, daB die iiber 
den Blutkérperchen stehengebliebene Fliissigkeit wasserklar war. Nach 
36 Stunden Stehen erhielt ich dasselbe Ergebnis. Ein weiterer Versuch 
zeigte das gleiche Bild. 

In zwei weiteren Versuchen wurde eine aus 10 ccm Blutkérperchen 
und 30cem physiologischer Kochsalzlésung erhaltene Aufsehwemmung in 
der Schiittelbirne mit Arsenwasserstoff und Sauerstoff umgesetzt. Das 
Verhaltnis AsH, zu O, war ungefaihr dasselbe wie bei den Versuchen mit 
Hamatinlésung. Bei Abbruch der Reaktion wurde das unverbrauchte 
Gasgemisch durch Abpumpen entfernt, dann wurde einige Zeit Stickstoff 
eingeleitet, um die letzten Spuren auszutreiben. Die so erhaltene Reaktions- 
fliissigkeit wurde in denselben Mengen den in den Zentrifugenglasern be- 
findlichen Blutkérperchen zugesetzt. Dabei wurde besonders darauf ge- 
achtet, daB das Zugeben unter Ausschlu8 von Luftsauerstoff stattfand 
(Paraffinschicht). 

Nach 12 Stunden zeigte sich, daB die Glaser, die mehr als 0,5 ecm 
Reaktionsfliissigkeit erhalten hatten, nach dem Zentrifugieren eine 
Verminderung der Blutkérperchen aufwiesen. Auf andere Art konnte 
eine etwa eingetretene Hamolyse nicht erkannt werden, da die zugesetzte 
Reaktionsfliissigkeit nicht farblos war, wie im ersten Falle. In keinem 
Glas wurde eine vollstaindige Hamolyse beobachtet, ebenso trat eine 
Zunahme bei langerem Stehen nicht ein. Die hier eingetretene Hamolyse 
kann wohl nur dem elementaren Arsen zugesprochen werden, das sich 


1 W. Heubner, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 72, 252, 1913. 
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in den primar behandelten Blutkérperchen befand, denn As,H, war 
sicher in beiden Fallen zugegen, wahrend im ersten Falle kein elementares 
Arsen vorhanden war. Wahrscheinlich wurde es von dem sich ab- 
setzenden Hamatin adsorbiert, denn die zur Hamolyse verwandte 
iiberstehende Fliissigkeit war ja farblos. 

Wie schon in der Einleitung erwahnt wurde, gelang es Labes (I. c.) 
mit kolloidalem Arsen Blutkérperchen zu hamolysieren. 

Im Tierkérper bewirkt das Einatmen von Arsenwasserstoff in 
einer _Konzentration von 0,01 Vol.-°%, Hamolyse. Das Verhaltnis von 
Sauerstoff zu Arsenwasserstoff ist dann ungefahr 2000: 1. Bei dieser 
hohen Sauerstoffkonzentration hat das zuerst entstehende Hydrarsin 
so kurze Lebensdauer, daB von einer meBbaren Einwirkung auf den 
Erythrocyten kaum mehr gesprochen werden kann. AuBerdem spielen 
in der Lunge mit ihrer ungeheuer groBen Oberfliche Faktoren wie 
Lésungsgeschwindigkeit usw. gar keine Rolle. Der in die Erythrocyten 
eingedrungene Arsenwasserstoff wird also sicher sofort zu dem _ be- 
stindigsten Zwischenprodukt, dem elementaren Arsen, oxydiert. 

Elementares Arsen seinerseits wird nur sehr langsam zu Arsenik 
oxydiert. Wie schon lange bekannt ist, hangt die Oxydationsgeschwin- 
digkeit von Arsen zu Arsenik von der Verteilung ab, und zwar so, dah 
sich auf dem Arsen eine Schicht von Arsenik bildet, die erst wieder 
weggelést werden mu. Bei Arsenwasserstoffkonzentrationen, die 
etwa zehnmal kleiner waren als die oben genannten, hat H. Bertram} 
keine wesentlichen Veranderungen im Blutbild mehr feststellen kénnen. 
Wahrscheinlich ist dann folgender Fall eingetreten: Die gebildete 
Menge elementaren Arsens war so gering, daB sie sofort zu Arsenik 
oxydiert werden und aus dem Erythrocyten austreten konnte, und 
da8 sich daher keine nennenswerten Mengen von elementarem Arsen 
in Erythrocyten anhaufen konnten. Diese Erklarung wird auch der 
Tatsache gerecht, die friiher nicht immer beriicksichtigt worden ist, 
daB bei maBigen Konzentrationen die Hamolyse in vivo nicht sofort 
auftritt, sondern erst im Verlauf von 6 bis 12 Stunden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird das Absorptionsvermégen von Wasser, physiologischer 
Kochsalzlésung, frischem und gealtertem Serum, Hiihnereiweif und 
Pufferlésungen fiir Arsenwasserstoff untersucht und keinerlei Unter- 
schiede im Absorptionsvermégen festgestellt. In allen Fallen handelt 
es sich um rein physikalische Léslichkeit, die proportional dem Aufen- 
druck ist. Der Vorgang ist reversibel. 

2. Starkes Alkali nimmt keinen Arsenwasserstoff auf. 


1 H. Bertram, Dissertation Berlin 1936. 
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3. Hamatinlésungen nehmen mehr Arsenwasserstoff auf als Wasser. 
proportional der Haimatinkonzentration. 

4. Es wurde das Absorptionsvermégen von mit Stickstoff redu. 
zierten Blutkérperchenaufschwemmungen, durch Wasser himolysiertey 
Blutkérperchenlésungen und Kohlenoxydhamoglobinlésungen unter. 
sucht. Es zeigte sich dabei, daB die Léslichkeit gegeniiber Wasser oder 
Serum um einen vom Druck unabhangigen Betrag sich erhéhte. Dieser 
Betrag ist der jeweiligen Blutkérperchenkonzentration proportional. 
Der Vorgang ist nur teilweise reversibel. Der in der Blutkérperchen. 
lésung zuriickbleibende Arsenwasserstoff entspricht dem Léslichkeits. 
unterschied zwischen der Erythrocytenlésung und Wasser, Serum usw. 
Blutkérperchenaufschwemmungen und Blutk6érperchenlésungen zeigen 
in ihrem Verhalten keinen Unterschied. 

5. Es wurde festgestellt, daB mit Hydrosulfit vorbehandelte Blut- 
kérperchenlésungen eine mit Wasser iibereinstimmende Léslichkeit 
zeigen. Der Vorgang ist reversibel. Die Blutkérperchen nehmen also 
keinen Arsenwasserstoff mehr auf. 

6. Die Bindung bzw. Umsetzung des Arsenwasserstoffs in frischen 
Blutk6érperchen erfolgt nicht durch das Hamoglobin, sondern wahr- 
scheinlich durch geringe Mengen Methamoglobin, die durch Autoxyda- 
tion von Hamoglobin entstanden sind. 

7. Elektrodialysiertes Blut zeigt dieselben Absorptionswerte wie 
gealtertes Blut. 

8. Methamoglobin enthaltende Blutkérperchen werden durch 
Arsenwasserstoff vollkommen reduziert. Dabei tritt partielle Haimolyse 
ein. 

9. Die Oxydation von Arsenwasserstoff mit Sauerstoff wird durch 
Hamoglobin katalysiert. Die Katalyse wird durch Kohlenoxyd und 
Blausiure gehemmt. 

10. Obige Reaktion wird ebenso durch Hamatinlésungen kata- 
lysiert. Zugabe von Salzsdure unterbricht die Reaktion zu jedem 
Zeitpunkt. 

11. Bei allen drei Oxydationen wird aus der Verminderung des 
Gasvolumens und der im Reaktionsgemisch analysierten Arsenmenge 
ein hypothetisches Zwischenprodukt von der Formel As,H, errechnet. 
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die nach Fettnahrung keine Vermehrung der Kalksalze im Kote fanden. 





(ber den EinfluG der Kalksalze auf den Fettgehalt des Blutes. 
Von 
W. v. Moraezewski und H. Jankowski. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie und allgemeine Pathologie der 
Tierarztlichen Hochschule in Lwéw.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1937.) 


Bei friiheren Versuchen tiber den EinfluB8 der Nahrung auf die 
Ausscheidung und Blutzusammensetzung haben wir die Beobachtung 
gemacht, daB eine fettreiche Kost stets eine deutliche Kalkvermehrung 
im Organismus veranlaBt!. Diese war nicht etwa durch den Gehalt 
an Ergosterin bedingt, denn auch pflanzliche Fette, wie Olivenél und 
Kunerol hatten dieselbe Wirkung. Man muBte annehmen, dab die 
letzteren wie vielleicht jedes andere Fett (Butter und Schmalz) eine 
Cholesterinbildung anregen und so mittelbar zu der Wirkung der 
Cholesterine fiihren. Wenn man aber beriicksichtigt, daB ein Mangel 
an Butter Avitaminose veranlaBt, so ist es recht unwahrscheinlich, 
daB die eben betonte Kalksalzsteigerung im Blute auf das im Organismus 
gebildete Cholesterin zuriickzufiihren ist. 

Es muB betont werden, daf viele Forscher, wie z. B. Gydérgy in 
dem Aufsatz ,,Uber den Umsatz der Erdalkalien‘‘?, hervorheben, daB 
ein Fettzusatz zur Nahrung durch die Bildung der unléslichen Fett- 
seifen die Aufsaugung der Kalksalze im Darme erschwert und damit 
eine Kalkverarmung des Organismus veranlaBt®. Man darf also an- 
nehmen, daB die Erhéhung des Kaikgehaltes des Blutes nach fett- 
reicher Kost nicht durch bessere Resorption der Nahrungsfette und 
nicht durch Ergosterinbildung veranlaBt wird, sondern eine Erscheinung 
sui generis ist und wohl spezifische Wirkungen auf die Mobilisierung 
der Fette ausiibt. 

Die klinischen Bilder der Gaucher schen und der Pick-Newmannschen 
Erkrankung weisen deutlich auf den Zusammenhang zwischen Fett- 
kérpern und Kalksalzen oder richtiger der Knochensubstanz im Organis- 
mus hin und berechtigen unsere Annahme, daB ein Zusammenhang 
zwischen Kalksalzen und Fett bestehe. Da wir von dem EinfluB der 
Fette auf die Erhéhung des Kalkspiegels im Blute iiberzeugt waren, 
fragten wir uns, ob nicht umgekehrt die Verabreichung von Kalk- 


1 W.v. Moraczewski u. St. Grzycki, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 
160, 703, 1931. — #2 P.Gyérgy, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 16, 
IT/2, 1555, 1931. — * Dieses wird von Caessler u. Candlisch bestritten, 





188 W. v. Moraczewski u. H. Jankowski: 


salzen auf den Fettgehalt des Blutes von EinfluB sein kénne!.  Divxe 
Vermutung wurde bestatigt; im folgenden wird iiber den Gang der 
Untersuchung berichtet. 


Die Versuche wurden an Hunden und Menschen ausgefiihrt, dee, 
Kalksalze per os oder intravenés verabfolgt wurden und deren Blut aui 
Fett- und Cholesteringehalt untersucht wurde. 

Die Erhéhung des Fettgehaltes des Blutes bei kachektischen Zustiinden 
ist bekannt und scheint mit den uns hier interessierenden Fragen nicl) 
wesentlich zusammenzuhangen; dagegen sind die Arbeiten der japanischen 
Schule von A. Katase, welche den EinfluB der Kationen auf den Fettgelialt 
des Blutes betreffen, mit unseren Versuchen verwandt, obgleich die dort 
gefundenen Verhiltnisse bei Kaninchen nicht ganz mit den unseren iiber- 
einstimmen. Die japanischen Forscher finden némlich, da® Ca und Na-Salze 
die Fettverbrennung férdern und damit zur Herabsetzung des Fettgelhaltes 
im Blute fiihren. Dagegen sollen die Mg- und K-Ionen die Verbrennung 
hemmen und eine Erhéhung des Fettgehaltes veranlassen. 

Wir bestimmten die Fettsaéiuren im Blute mittels der nephelometrischen 
Methode nach Bloor, Pelkan und Allen®, das Cholesterin nach der kolori- 
metrischen Methode von Liebermann und Buchard, den Kalkgehalt nach 
Kramer-Tisdall. 

Vom Harn wurden das spezifische Gewicht, die Aziditat, der N-Gehalt 
und die Ca-Salze ermittelt. 

Fiir die erste Versuchsreihe an einem Hunde wurde diesem am Abend 
3 bis 5g CaCl, in wiasseriger Lésung gegeben, nachdem die Blutfettsauren 
und das Cholesterin durch mehrfache Untersuchungen festgestellt worden 
waren. Es wurden folgende Werte erhalten: Ca-Gehalt des Blutes 10,02, 
10,20, 10,38 bis 10,80 mg-°,; Durehschnitt 10,36 mg-°,. Fettsauren: 240, 
266, 268, 259, 278 mg-°,; Durchschnitt 265 mg-°,. Cholesterin: 50,07, 
42,0, 45,5, 61,6, 48,0 mg-°,; Durchschnitt 52,8 mg-°. 





Blut Harn 





Ca (Fettsdure Cholesterin| Ca | N : 
mg-°/9 | mg-9/o mg-%o ||), mg L | PH 


Vor CaCl,-Verabfolgung 10,4 | 42,0 31,6 | 6,2 | 1700 
Nach 10,6 262 | 45,5 61,2 | 6,0 | 1400 
Vor 10,3 : 47,4 32,0 2 | 6,2 1200 
Nach 10,4 2 54,2 135,2 6,1 1200 
Vor 10,8 50.6 38,0 2 6,5 950 
Nach 10,4 58,0 86,5 ¢ 6,3 | 1050 


Die Versuchsreihe ergab einen sehr unbedeutenden EinfluB8 der Ca-Salze 
auf den Fettgehalt, zuweilen sogar eine Herabsetzung der Fettmenge im 
Sinne der Erfahrungen von Katase, welcher allerdings lingere Zeit Ca(C,- 
Injektionen machte und das Blut jeden dritten bis vierten Tag untersuchte. 
Wir anderten unsere Versuche insoweit, daB wir nicht wie friiher erst nach 
etwa 10 Stunden die Fettbestimmung vornahmen, sondern nach 1'/, Stunden, 
d.h. nach einer wesentlich kiirzeren Frist. Die Ergebnisse waren die folgenden : 


1 Eleck u. Roth, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 132, 246, 1911, betonen 
iibrigens, daB nach fettreicher Nahrung die dialysierbaren Kalksalze im 
Blute eine Erhéhung erfahren. — ? J. of biol. Chem. (V) 52, 201, 1922. 
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Blut Blut 


Ca Fettsiure Cholesterin Ca Fetts4ure Cholesterin 
mg-9/9 mg-%/o mg-°/> mg-°/o mg-9/9 mg-°/; 


Vor Injektion Ape 11,0 35) 56,0 10,3 | 387,9 62,0 
378 
Std. nach Injektion 12,06 555 69,8 10,6  525,0 62,0 
‘ 6 74,0 11,6 512.8 


Daraus ersieht man, daB die Fett- und Cholesterinmenge wohl eine 
Steigerung erfahrt, da diese Steigerung aber von kurzer Dauer ist und 
auf normale Zahlen zuriickgeht. 

Dieselbe Untersuchung 3 Stunden nach Verabreichung der CaCl,- 
Lésung ergab folgende Werte: 





Ca Fettsdure Cholesterin 
mg-°/ mg-°/o mg-°/ 


Vor Injektion... 10,9 384.7 63,2 
373,1 

3 Std. nach Injektion .... 11,8 363,0 60,1 
357,0 


Somit ist nach 3 Stunden die Fettmenge nicht nur nicht gréBer, sondern 
eher geringer geworden, was lebhaft an die Verhaltnisse nach Verabreichung 
des Zuckers erinnert. Wie nach Zuckergaben -—~ wohl durch Anregung des 
Assimilationsfaktors oder des Verbrauchfaktors — der Zuckergehalt unter 
die Norm zuriickgeht, so ist auch hier, vermutlich durch ahnliche Vorgiange, 
die Fettassimilation und die Fettverbrennung gesteigert und fiihrt zu einer 
Senkung des Fett- und Cholesterinspiegels. 

Die Versuche mit anderen Kalksalzen ergaben im wesentlichen dasselbe. 
Vor allem haben wir mit der Zeit der Einwirkung zu rechnen, dann aber 
auch mit der Léslichkeit der Salze. Das Phosphat ist als schwerldéslich ent- 
sprechend schwer assimilierbar, gibt also eine weniger deutliche Fett- 
steigerung, die aber langere Zeit andauert, wie aus unseren Versuchen zu 
ersehen ist. 





Blut Harn 





, Fettsdure | Cholesterin Ca N Aziditit 
) 
mg-9/,5  mg-%/9 mg-°/o mg g PH mg 


Vor Verabreichung 10,2 300 103 165 10,6 6,3 133 
Nach 24 Std. 11,2 323 108 140 «10,9 6,0 188 610 
» 4Tagen...| 11,4 350 104 179 | 11,4 6,1 212 ~=—-600 


Sehr bezeichnend sind die Verhiiltnisse bei intravenéser Einfiihrung 
von Kalksalzen beim Menschen, wofiir hier ein Beispiel angefiihrt wird: 





10 cem 10 °/giges CaClg intravenis 
injiziert 
Ca Fettsiure Cholesterin 


mg-° 9 mg-"/ mg-°/9 


Vor Injektion 11,50 781,0 236.0 
1 Std. nach Injektion 1070 256,0 


Biochemische Zeitschrift Band 293. 13 





190 W. v. Moraczewski u. H. Jankowski: 


Man sieht, wie hier die unmittelbare Einwirkung sich in einer jy. 
deutenden Steigerung der Fettsauren aéuBert. Das Cholesterin bewegt hy 
dagegen fast in normalen Grenzen. Auch hier ist nach einigen Stunden die 
Einwirkung voriiber. 


Wir untersuchten nun, wie sich die Mobilisierung der Kalksalze durch 
hormonale Einfliisse in den Fett- und Cholesteringehalten des Blutes au{}, rt. 
Die Untersuchung wurde an zwei Hunden ausgefiihrt, die gleichmiifiig 
ernahrt wurden, und die sich im N-Gleichgewicht befanden. 





Blut 
Ca Fettsaure Cholesterin 
mg-9/9 mg-°/9 mg-°/5 


Hund Nr. 1. 
Vor Injektion 10,9 460 122 
2 Std. nach Injektion....) 12,0 463 165 
Vor Injektion 10,8 450 140 
3 Std. nach Injektion....| 12,6 510 168 
Vor Injektion 10,1 409 134 
10 Std. nach Injektion.. 12,0 ~ 431 160 
Hund Nr. 2. 
Vor Injektion 9,6 389 2: 4,8 6,0 
é 6,05 65 
3 Std nach Injektion.... 12,06 412 
— 426 
Vor Injektion 9,2 284 
292 
5 Std. nach Injektion .... 11,0 328 
10,8 312 


Wie die Tabelle zeigt, folgen einer Uberschwemmung des Blutes mit 
Kalksalzen ahnliche Erscheinungen, wie wir sie nach Verabreichung der 
léslichen Kalksalze per os gesehen haben. Die Tiere reagieren verschieden : 
Bei dem einen scheinen die Fettsauren, bei dem anderen das Cholesterin meh 
beeinfluBt. Immerhin ist die Reaktion im wesentlichen die gleiche, der 
KinfluB scheint von Dauer zu sein, wenigstens von langerer Dauer als nach 
Verfiitterung der Kalksalze. 


Aus den Versuchen ergibt sich, daB die Einwirkung der Kalksalz 
auf den Organismus mit einer Mobilisierung der Fette und des Chole- 
sterins verbunden ist, die zwar von kurzer Dauer ist, aber bei allen 
Salzen und bei jeder Art der Einfiihrung — ob durch den Magen, auf 
dem Blutwege oder endlich durch hormonale Einfliisse — auftritt. 
Dabei hat die Léslichkeit der Salze insofern einen EinfluB, als die 
loslichen Ca-Salze rascher und starker, die unléslichen langsamer 
aber andauernd wirken. Es scheint auch, daB die hormonale Wirkung 
mehr das Cholesterin, die per os gereichten Ca-Salze mehr die Fett- 
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siuren beeinflussen. AuBerdem ist die Wirkung wohl von individuellen 


Anlagen bestimmt?. 

Uber die Art der Einwirkung lassen sich keine deutlichen Aussagen 
machen. Wir haben nicht das Recht, von einer Hemmung der Assi- 
milation zu sprechen, wenigstens ist eine solche von keiner N-Ersparnis 


bevleitet, die N-Ausscheidung im Harn beweist eher das Gegenteil. 
Wir kennen zwar die giinstige Wirkung der Kalksalze bei Tuberkulose 
und Infektionskrankheiten, aber eine Erklarung dieser Wirkung ist 
noch nicht méglich. Ebenso wie die Einwirkung der Fette auf den 
Ca-Gehalt des Blutes unklar ist und wir die Assimilation der Kalksalze 
zwar kennen, aber nicht zu deuten vermégen, so ist auch die umgekehrte 
Wirkung schwer erklarlich. 


Zusammenfassung. 


1. Die Kalksalze, per os oder intravenés gereicht oder durch 
ParathyroideinfluB mobilisiert, fiihren zu einer Steigerung des Gehalts 
an Fettsiuren und Cholesterin im Blute. 

2. Die Steigerung der Lipoide ist von der Léslichkeit der Kalksalze 
abhangig und ist von kurzer Dauer (etwa zwei bis drei Stunden). Ein 
wenig lésliches Salz, wie Calciumphosphat, vermag die fettsteigernde 
Wirkung auf einige Tage auszudehnen. 


1 Tm Zusammenhang damit sei erwahnt, da kiirzlich EF. S. Eppright 
und A. H. Smith (J. of biol. Chem. 118, 679) mitteilten, daB Ca-Salze den 
K- und Na-Gehalt der Zellen beeinflussen und ihr Mangel den Fettgehalt 
herabsetzt. 





Eine neue Methode zur Bestimmung des Alkaloidgehalts 
von Lupinen. 
Von 
Zenon Wierzchowski. 
{Aus der biochemischen Abteilung des Staatlichen Landwirtschaftlichey 
Instituts Putawy (Polen). ] 


(Eingegangen am 16. Juli 1937.) 


Fir die Bestimmung des Alkaloidgehalts der Lupinenkérner liegey 
zahlreiche Vorschlage vor. Praktisch kommen aber nur folgende drei 
Methoden in Betracht: 1. Verfahren des Reichsgesundheitsamts nach 
Thoms (1), 2. Verfaliren nach Sabalitschka und Zaher (2), 3. Verfahren 
nach Mach-Lederle (3) {[Modifikation von Sengbusch (4)]. Wie aus An. 
gaben des Schrifttums hervorgeht [K. Brahm und G. Andresen (5), 
F. Mach (6), F. Honcamp (7) und Mitarbeiter] und wie auch die kriti- 
schen Erwagungen itiber die -theoretische Grundlage der einzelnen 
Methoden klarlegen, sind die oben erwahnten Methoden zur Bestimmung 
des absoluten Alkaloidgehalts unzulanglich. Cberdies ist ihre technische 
Ausfiihrung mit Fehlerquellen belastet. Bei den volumetrischen Be- 
stimmungsarten, die das Prinzip der zwei ersten Methoden_ bilden 
werden die durch Extraktion erhaltenen Nichtalkaloide mittitriert. 
Der Mangel der dritten gravimetrischen Methode liegt in der betracht- 
lichen Léslichkeit des kieselwolframsauren Lupinins. AuBerdem kénnen 
alle drei Methoden bei Anwendung fiir gelbe Lupinen keine richtigen 
Werte geben, denn man bestimmt damit die beiden Alkaloide Spartein und 
Lupinin zusammen und benutzt bei der SchluBberechnung des Gesamt- 
alkaloidgehalts einen Faktor, der sich auf das Molekulargewicht nur 
eines Alkaloids, nimlich des Lupinins bezieht (Mol.-Gew. des Sparteins 

= 234, des Lupinins = 169). Es besteht also das Bediirfnis nach einer 
zuverlassigen und technisch einfachen Methode zur Bestimmung der 
Lupinenalkaloide, zumal jetzt bitterstoffarme Sorten neben den bitteren 
Lupinen zur Ziichtung gelangen. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurden vor allem gelbe 
Lupinen beriicksichtigt. Da die physikalischen und chemischen Kon- 
stanten der beiden Alkaloide von Lupinus luteus recht verschieden 
sind, wurde auf ihre gemeinsame Bestimmung verzichtet und _ ihre 
quantitative Trennung angestrebt. 


Es gibt nach den Angaben der Literatur einige Verfahren zur 
Trennung des Sparteins vom Lupinin. Tduber (8) und Beyer (9) be- 
dienen sich der Platinsalze, da das Chloroplatinat des Sparteins im 
Gegensatz zum Platinsalz des Lupinins schwer léslich ist. L. Berend (10), 
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| iilstdtter und Marx (11) wenden bei ihren praparativen Arbeiten die 
\usfillung des Sparteins mit Quecksilberchloridlésung an. Mach (6) 
skizziert eine Modifikation seiner quantitativen Methode, die die 
Trennung des Sparteins durch Destillation mit Wasserdampf einfiihrt. 
Die erste Arbeitsweise ist umstindlich und gibt fiir quantitative Zwecke 
unbrauchbare Resultate. Die Destillation mit Wasserdimpfen kénnte 
deswegen zu Fehlern fiihren, weil nach Wiéllstdtter (11) Spartein als 
freie Base mit Wasserdimpfen schwer fliichtig ist. Mit Quecksilber- 
chloridlésung nach Berend (10) laBt sich das Spartein nach meinen Er- 
vebnissen nur zu 90% ausfillen, wobei die chemische Zusammensetzung 
des Sparteinniederschlags nicht konstant ist. 

Von anderen Fiallungsreagenzien, die beim qualitativen Nachweis 
der Alkaloide Verwendung finden, schienen die Pikrin- und Pikrolon- 
siure fiir meine Zwecke am meisten geeignet zu sein. Die stark alkali- 
schen Eigenschaften des Sparteins im Gegensatz zum Lupinin, das eine 
schwache Base ist, lieBen auf einen guten Erfolg rechnen. 


Es hat sich gezeigt, daB die Ausfallung des Sparteins durch Pikrin- 
siure aus neutralen Lésungen bei Konzentration von etwa 0,3 bis zu 
0,11 °%, fast quantitativ verlauft. Bei starkerer Verdiinnung der Alkaloid- 
lésung (0,05 bis 0,02°) fielen die Resultate zu hoch aus. 


Die Versuche mit Pikrolonséiure dagegen haben immer zu giinstigen 
Ergebnissen gefiihrt. Es wurden 98 bis 101 °/, des vorhandenen Sparteins 
gefunden, wahrend der Alkaloidgehalt zwischen etwa 0,3 und 0,02 °%, 
schwankte und das Volumen der Alkaloidlésung und mit ihm proportional 
die Reagensmenge verandert wurde. Dabei hat sich herausgestellt, daB 
Sparteinpikrolonat von der Zusammensetzung C,;H.gN,(Cjp>HgN,O;)o 
in kaltem Wasser schwer léslich ist, gutes Kristallisationsvermégen hat 
und erst bei 219 bis 220° (unkorr.) unter Zersetzung schmilzt. 

Neuerdings bedienten sich F.#. Notthbohm und Fr. Mayer (12) der 
Pikrinsiure, um Spartein quantitativ in gelben Lupinen zu_ bestimmen. 
Ihre Angaben iiber die Bedingungen der quantitativen Ausfallung des chemisch 
reinen Sparteins sind aber leider sehr knapp und unvollkommen. 

Es muBte noch gepriift werden, ob die Sparteinausfallung bei An- 
wesenheit von Lupinin ebenfalls quantitativ verlauft. Zur Priifung 
wurden Lésungen von ungefahr gleichen Gewichtsteilen Lupinin und 
Spartein genommen, wobei sich der totale Alkaloidgehalt zwischen 
0,28 und 0,02°% bewegte. Es erwies sich, dafB das Lupinin keinen 
stérenden Einflu8 auf die quantitative Ausfallung des Sparteins ausiibt. 


Nachdem die quantitative Bestimmung des Sparteins gelungen war, 
lag die Aufgabe vor, das zweite Lupinenalkaloid, Lupinin, zu bestimmen. 
Der einfachste Weg war, als Fallungsmittel Kieselwolframsaure an- 
zuwenden. Diese Saure gehért zu den scharfsten Alkaloidreagenzien. 
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Nach M. Javillier (13) ruft sie eine deutliche Triibung noch in eijer 
chlorwasserstoffsauren Lésung von Spartein !/ 55 999 hervor. 

Meine eigenen Versuche, das Spartein durch Kieselwolframsi ire 
zu bestimmen, haben zu vollig kefriedigenden Ergebnissen gefiihrt. | 
Sparteinsulfatlésungen, deren Starke zwischen 0,007 und 0,266 
schwankte, wurden 99 bis 100,9°%, im Durchschnitt von 18 Analysen 
100,05 %, des vorhandenen Sparteins gefunden. Fiir Lupinenalkaloide 
haben Mach und Lederle (3) Kieselwolframsiure angewendet. [as 
Prinzip ihrer Methode bildet die Abscheidung der Alkaloide durch 
Fallung mit diesem Reagens, Gliihen des Niederschlags und Waven 
des Glihriickstandes. Die Methode ist aber mit Fehlern belastet, 
denn es wurde unzulanglich beriicksichtigt, daB kieselwolframsaures 
Lupinin eine starkere Loslichkeit als kieselwolframsaures Spartein 
besitzt. .Wach (6) selbst hat diese Ungenauigkeit seiner Methode spiter 
zu verbessern versucht, aber ohne giinstigen Erfolg. Ich entschloB mich 
daher in Anlehnung an diese Methode ein neues, méglichst exaktes 
Analyseverfahren fiir Lupinin auszuarbeiten. 

Zunachst wurde die Empfindlichkeit der Reaktion des Lupinins 
mit Kieselwolframsaure gepriift. Es hat sich herausgestellt, daB zwar 
Lupinin gegen dieses Reagens nicht so empfindlich wie Spartein ist, 
dennoch in einer n/100 Salzsiurel6sung bei einer Konzentration von 
‘13000 Cine deutliche Triibung gibt, die bald in einen kristallinischen 
Niederschlag iibergeht. 

Aus chemisch reinem Lupinin wurde das kieselwolframsaure Salz 
hergestellt, bei 120° getrocknet und verbrannt. Es erwies sich, dab 
die elementare Zusammensetzung des Salzes der Formel SiO, . 12 WO, 
.2H,O.4C,,H, NO entspricht. Hieraus lieB sich der Faktor 0,2376 
fiir die Umrechnung des Gliihriickstandes (SiO, . 12 WO,) auf Lupinin 
berechnen. 

Um Anhaltspunkte fiir die quantitative Ausfaillung des Lupinins 
zu gewinnen, wurden die 1 % Salzséure enthaltenden Alkaloidlésungen 
verschiedener Starke mit 10 °4iger Kieselwolframsaurelésung ausgefillt. 
Die weitere Behandlung der erhaltenen Niederschlige geschah nach 
der Methode Mach-Lederle (3). Zur Umrechnung des Gliihriickstandes 
auf Lupinen wurde der neue Faktor 0,2376 benutzt. 

Diese Versuche haben gezeigt, daB bei Anwendung dieser Methode 
die Ausfaillung ganz unvollstandig verlauft. Bei Anwendung der 0,05 
bis 0,1 °,igen Lésungen wurden durchschnittlich 81,41 ° des vorhandenen 
Alkaloids gefunden. In starkeren Lésungen (0,2 bis 0,3 °igen) wurden 
im Mittel 88,50° und 92,84°% des vorhandenen Lupinins gefunden. 

Diese Verluste beruhen, wie meine Versuche ergaben, auf der 
Léslichkeit des Silicowolframats in 1°,iger Salzsiure. Das kiesel- 
wolframsaure Lupinin erwies sich als ganz deutlich léslich in verdiinnter 
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Salzsaure, wahrend es in Wasser und in verdiinnter Kieselwolframsaure 
bedeutend schwichere Léslichkeit zeigt. 


Léslichkeit des kieselwolframsauren Lupinins. 

1408 Teile 5°, ige Salzsiure lésen bei gew6hnlicher Temperatur (15 bis 18°) 
1 Teil Lupininsalz, 

2220 Teile 1°,ige Salzsiure lésen bei gew6hnlicher Temperatur (15 bis 18°) 
1 Teil Lupininsalz, 

6660 Teile Wasser lésen bei gew6hnlicher Temperatur (15 bis 18°) 1 Teil 
Lupininsalz, 

5882 Teile 0,1°,ige Kieselwolframsaure lésen bei gewohnlicher Temperatur 
(15 bis 18°) 1 Teil Lupininsalz, 

8695 Teile 0,5°,ige Kieselwolframsaure lésen bei gew6hnlicher Temperatur 
(15 bis 18°) 1 Teil Lupininsalz. 


Nach diesen Ergebnissen schien es richtig, die Ausfallung des 
Lupinins bei sehr geringer Séurekonzentration vorzunehmen und den 
Niederschlag nur mit reinem Wasser zu waschen, Auch das Ausriihren 
des ausgefallten Salzes schien iiberfliissig zu sein. Aus den durchgefiihrten 
Versuchen hat sich ergeben, da Lupinin in n/50 salzsauren Lésungen, 
bei einer Konzentration von 0,2 bis 0,3 °% fast quantitativ (etwa 97 °,) 
ausgefallt wird. In schwacherer Lésung (0,1 °%) betrug die Ausfallung 
nur etwa 92°, der ganzen Lupininmenge. In allen Fallen kénnen die 


geringen Mengen Lupinin, die noch im Filtrat enthalten sind, leicht 
erfa8t und mit dem Hauptniederschlag verarbeitet werden. Auf diese 
Weise stieg die gewonnene Menge auf 98,5 bis 99,5 %. 


Nachdem die getrennte Bestimmung der beiden Lupinenalkaloide 
gelungen war, muBte ein quantitatives Verfahren zur Extraktion der 
Alkaloide gefunden werden. In Betracht kamen die Ausschiittelverfahren 
nach Mach-Lederle (3), Sengbusch (4) und nach Sabalitschka-Zaher (2) 
und das Extraktionsverfahren nach Nottbohm und Mayer (12). 

Die mit Hilfe dieser drei Verfahren aus demselben Ausgangs- 
material erhaltenen Alkaloidausziige wurden nach der Kieselwolfram- 
siuremethode analysiert. Der Gesamtalkaloidgehalt wurde als Lupinin 
berechnet. Es ergab sich, daf8 nur die beiden Ausschiittelverfahren 
zur praktisch restlosen Gewinnung der Lupinenalkaloide fiihren. Mit 
der Extraktion im Soxhlet-Apparat dagegen fielen die Analysewerte 
immer deutlich zu niedrig aus. Auch die Extraktion im Soxhlet der 
nach Sabalitschka vorbereiteten Masse gab keine zufriedenstellenden 
Ergebnisse [vgl. auch Mach-Lederle (3)|._ Das erste Verfahren ergab in 
demselben Lupinenmehl 0,90 °/, Gesamtalkaloide, das zweite 0,88 %%, 
die Extraktion nur 0,68 bis 0,69°, und die modifizierte Extraktion 
057%. Von den beiden Ausschiittelverfahren wurde das zweite 
wegen seiner bequemen Durchfiihrbarkeit vorgezogen. 
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Bei der Ubertragung des Analyseverfahrens auf Lupinenausziive 
ergab sich zunichst, da die Rohalkaloide, die aus dem Ather-Chloro- 
formgemisch in die saure wasserige Lésung iibergehen, noch einer 
Reinigung bediirfen, bevor sie bestimmt werden. Insbesondere ie 
Ausfallung des Sparteins verlief in solehen Rohausziigen unregelma(iy 


und mit starker Verzégerung. Zu diesem Zwecke wurden die beiden 
Lupinenalkaloide im schwach salzsauren (etwa n/50) Auszuge mit 
10 °,iger Kieselwolframsaurelésung ausgefallt, der Niederschlag im Glas. 
filtertiegel gesammelt und durch Behandlung mit 5°(iger Natron- 
lauge zersetzt. Aus der abgesaugten alkalischen Lésung wurden die 
Alkaloide mit Chloroform ausgezogen, um dann wieder in eine wiasserive 
saure Lésung tibergefiihrt zu werden. In den so gereinigten Lésungen 
verlief die Ausfallung des Sparteins ganz glatt, da die durch Silico- 
wolframate mitgerissenen Fremdstoffe wahrend der Zersetzung des 
Niederschlags auf dem Filter zuriickblieben. 

Zahlreiche Analyseversuche, die mit in obiger Weise gereinigten 
Alkaloidausziigen ausgefiihrt wurden, haben dargetan, daB nunmehr 
die getrennte Bestimmung des Sparteins und des Lupinins exakt nach 
folgender Methode durchgefiihrt werden kann. 


Methode. 
Reagenzien. 


1. 5- und 10°, ige NaOH, 2. 10° ,iges Ammoniak, 3. 15 °,ige Kochsalz- 
lésung, 4. Alabastergips gebrannt, 5. n/10, n/50, n/100 Salzsaure, 6. n/2 Na- 
tronlauge, 7. 10°,ige wiasserige Kieselwolframsaurelésung, 8. gesiittigte 
acetonische Pikrolonsaiurelésung (3,7°,), 9. verdiinnte wasserige Pikrolon 
sdurelésung. 

a) Verfahren fiir bittere gelbe Lupinen. 5g des fein gemahlenen 
Materials werden in einem Porzellanmérser mtt 5cem 10°,iger Natron- 
lauge gut verrieben. Nach halbstiindigem Stehen verreibt man den 
Brei mit 16 bis 18g Gips zu einer pulvrigen Masse. Diese bringt man in 
einen Kolben und schiittelt sie mit 100 eem Ather-Chloroformgemisch (1: 1) 
im Schiittelapparat eine halbe Stunde aus. Wenn die pulvrige Masse sich 
gut abgesetzt hat, filtriert man die atherische Fliissigkeit durch eine Glas- 
filternutsche, schiittelt die restliche Masse noch zweimal im Kolben mit 
30cem Ather-Chloroform, filtriert und wascht endlich die Masse auf der 
Nutsche griindlich mit Ather aus. Das Gesamtfiltrat wird im Scheide- 
trichter mit Ather verdiinnt und zuerst zweimal mit Salzsdure (1. 30 cem 
n/10 Salzséure, 2. 30 cem n/100 Salzséure), dann zweimal mit je 20 ccm 
Wasser ausgeschiittelt. Die in einem Becherglase gesammelten Ausziige 
werden auf dem Wasserbade bis etwa 5cem verdampft. Nach Neutrali- 
sation mit n/2 NaOH (Halbtropfen Methylrot als Indikator) séuert man 
die Fliissigkeit mit n/10 Salzsiure an, indem man auf je 5cem 0,25 ccm 
Salzsiure zufiigt, und fallt mit 5 bis 8 cem einer 10°,igen Kieselwolfram 
siure. Nach Absetzen des Niederschlags filtriert man durch einen Glas 
filtertiegel und wascht mit méglichst wenig Wasser. Nach kurz dauerndem 
Trocknen bei 105° zersetzt man den Niederschlag mit einigen ecem 5°, iger 
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Natronlauge, wascht dreimal mit Wasser und saugt gut ab. Das Gesamt- 
filtrat wird im Scheidetrichter dreimal mit je 15 ¢cem Chloroform aus- 
veschiittelt. Die vereinigten Ausziige werden nach Verdiinnung mit Ather 
zweimal mit Salzsaure (1. 30 cem n/50 HCl, 2. 2cem n/50 HCl + 28 cem 
Wasser), und zweimal mit je 20 cem Wasser ausgeschiittelt. Die vereinigten 
salzsauren Ausziige werden bis auf etwa 5 ccm abgedampft, mit n/2 NaOH 
genau neutralisiert und mit 1 bis 2 cem acetonischer Pikrolonsaéurelésung 
ausgefallt (auf je 5ccem Fliissigkeit 1 cem des Reagens). Den sofort ent- 
stehenden, gelben flockigen Niederschlag laBt man 6 bis 12 Stunden stehen. 
Hierauf filtriert man die klare Fliissigkeit durch einen Glasfiltertiegel, 
spult den Niederschlag in den Tiegel mit 3 bis 5 ccm wasseriger Pikrolon- 
siurelédsung und wascht zweimal mit je 1 cem Wasser. Nach Trocknen bei 
105° wird gewogen. Gewicht des Pikrolonats » 0,3072 = Spartein. Das 
Gesamtfiltrat der Pikrolonséurefaillung macht man mit 5ccem 10°,igem 
Ammoniak alkalisch und schiittelt dreimal mit je 15 ccm Chloroform aus. 
Die Chloroformlésung wird mit Ather verdiinnt, mit 20 ccm Wasser ge- 
waschen und dreimal mit Salzsiure und Wasser ausgeschiittelt (1. 15 bis 
20 ecem n/50 HCl, 2. 3 cem n/50 HCl + 12 cem Wasser, 3. 15 cem Wasser). 
Das Waschwasser dampft man auf ein kleines Volumen ein und vereinigt 
es mit den Saureausziigen. Das Gemisch wird bis auf 3 bis 4 cem abgedampft, 
mit n/2 NaOH neutralisiert, mit n/10 HCl angeséuert, indem man auf je 
2cem Fliissigkeit 0,1 cem HCl zugibt. Die Ausfallung erfolgt mit 5 cem 
10°. iger Kieselwolframsaurelésung unter Zugabe von 0,5 bis 1 cem 15 °,iger 
Kochsalzlésung. Nach Absetzen filtriert man durch einen Porzellanfilter- 
tiegel, wascht mit méglichst wenig Wasser (zweimal mit je 1 bis 2 ccm), 
trocknet bei 120°, gliiht im elektrischen Ofen (eventuell iiber der vollen 
Flamme eines guten Teclubrenners) und wagt. Gewicht des Gliihriick- 
standes >» 0,2376 = Lupinin. 


Das Filtrat der Kieselwolframsaurefallung wird auf dem Wasserbad 
zur Trockne verdampft. Den Riickstand zersetzt man mit mdglichst wenig 
5° iger NaOH, verdiinnt etwas mit Wasser und schiittelt dreimal mit je 
3cem Chloroform. Diese Ausziige werden nach Verdiinnung mit Ather 
dreimal mit Salzsiiure und Wasser ausgeschiittelt (1. 5cem n/50 HCl, 
2. leem n/50 HCl + 4cem Wasser, 3. 5cem Wasser). Die gesammelten 
Ausziige dampft man bis auf 2 bis 3 ccm ein, neutralisiert mit n/2 NaOH, 
siuert mit 0,15 bis 0,25 cem n/10 HCl an und fallt mit 0,5 bis 1 ecm 10 °,iger 
Kieselwolframsaure, wobei man zur besseren Abscheidung des Niederschlags 
einige Tropfen Kochsalzlésung hinzufiigt. Den Niederschlag verarbeitet 
man mit der Hauptmenge des gefallten Kieselwolframats. 


b) Verfahren fiir SiiBlupinen. Die Anwendung der oben angefiihrten 
Arbeitsweise bei sii8en Lupinen ist méglich, wenn die Menge des Analyse- 
materials entsprechend, z. B. auf 50g, vermehrt wird. Da die besten Siib- 
lupinensorten nach Sengbusch (4) im Mittel 0,015°, Gesamtalkaloide ent- 
halten, so erhalt man aus 50g Lupinenkérnern 7,5 mg Alkaloide, also bei 
Annahme eines Verhiltnisses von Spartein zu Lupinin etwa 1:2 2,5 mg 
Spartein und 5mg Lupinin. Diese Alkaloidmengen diirften quantitativ 
mit Pikrolon- und Silicowolframsaure erfaBt werden, denn wenn die Fallungs- 
fliissigkeit auf 2,5 bis 5 cem verringert wird, so werden zur Fallung 0,1 bis 
0,05°,ige und 0,2- bis 0,1°,ige Spartein- und Lupininlésungen genommen, 
deren Alkaloidgehalt, wie aus meinen Versuchen mit reinen Alkaloiden 
folgt, sich gut ermitteln laBt. 
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Die Abscheidung des Sparteins mit Pikrolonséiure aus neutra 
wasserigen Ausziigen von SiiBlupinen, die in analoger Weise, wie bei bitt« 
Lupinen, vorbereitet waren, verlief glatt und ohne Verzégerung. Auch . 
Ausfallung des iibrigbleibenden Lupinins mit Kieselwolframséure uni, 
den oben angegebenen Bedingungen stieB auf keine Hindernisse. 

Man nimmt zur Analyse je nach dem vermutlichen Alkaloidgel)|; 
20 bis 50 g Substanz. Die Vorbereitung des Lupinenmehls und Gewinnuny 
des Rohauszuges erfolgt in derselben Weise wie bei bitteren Lupinen, 
indem man Lauge- und Gipsmenge dem angewandten Ausgangsgewicl)t 
entsprechend proportional vergr6Bert und zum Ausschiitteln 200 bis 500 com 
Ather-Chloroformgemisch verwendet. 

Die salzsauren wisserigen Ausziige dampft man auf dem Wasserbai| 
bis auf 2 bis 3 cem ein, neutralisiert mit n/2 NaOH, séuert mit 0,15 bis 0,2 cem 
n/l0 HC! an und fallt mit 2 bis 3 cem 10°,iger Kieselwolframsaure. Nach 
Absetzen des Niederschlags filtriert man durch einen Glasfiltertiegel und 
wischt mit médglichst wenig Wasser. Das Filtrat wird zur Trockne al 
gedampft und der Rest so behandelt, wie bei der Bestimmung des Lupinins 
in bitteren Lupinen angegeben wurde. Die beiden vereinigten Kiese! 
wolframatniederschlage werden nach kurzem Trocknen mit 5°,iger NaOH 
zersetzt. Das Gesamtfiltrat wird im Scheidetrichter dreimal mit je 10 ccm 
Chloroform ausgeschiittelt. Die C€hloroformausziige verdiinnt man mit 
Ather und schiittelt zweimal mit HCl (1. 15 cemn/50 HCI, 2. 1 cem n/50 HC! 

14 cem Wasser), und zweimal mit je 15 cem Wasser aus. Die salzsauren 
Ausziige werden bis auf 2 bis 3cem abgedampft, mit n/2 NaOH genau 
neutralisiert und mit 0,5 bis 0,8 eem acetonischer Pikrolonsaurelésung aus- 
gefallt. Am nachsten Tage filtriert man den Niederschlag durch einen Glas- 


filtertiegel, spilt mit méglichst wenig wisseriger Pikrolonséiurelésung in 
den Tiegel und wiascht zweimal mit je 0,5 cem Wasser. Die weitere Behand- 
lung des Niederschlags erfolgt in derselben Weise wie bei bitteren Lupinen. 


Das Gesamtfiltrat der Pikrolonsdurefallung wird in analoger Weise 
wie beim ersten Verfahren behandelt, um die Lupininbestimmung durch- 
zufiihren. Angesichts des geringen Lupiningehalts muf man_kleinere 
Fliissigkeitsmengen anwenden. Man nimmt also zum Waschen der Chloro- 
form-Atherlésung 10 eem Wasser und zum Ausschfitteln: 1. 10 cem n/50 HCI, 
2. leem n/50 HCl + 9ccm Wasser, 3. und 4. je 10 cem Wasser, damptt 
auf etwa 2 bis 3 cem ein, neutralisiert, und séuert mit 0,15 bis 0,20 cem 
n/l10 HClan. Die Ausfallung erfolgt mit 2 bis 3cem Reagens. Die Ausziige 
von der zweiten Ausfallung werden auf 1 bis 2 cem abgedampft, neutralisiert 
und nach Ansauerung (0,05 bis 0,15 cem n/10 HCl) mit 0,5 ceem Reagens 
ausgefallt. 


Die Methode hat sich im Verlaufe ihrer Anwendung zur Bestimmung 
des Alkaloidgehalts sowohl in bitteren wie auch in siiBen Lupinensorten 
gut bewahrt. Sie arbeitet sicher und ziemlich rasch, insbesondere wenn 
man Glas- und Porzellanfiltertiegel benutzt. 


In den folgenden Tabellen sind die nach vorstehender Methode 
gewonnenen Werte des Alkaloidgehalts fiir bittere und siiBe Lupinen- 
sorten aufgefiihrt. Im Vergleich mit ihnen sind in einigen Fallen auch 
die Zahlenwerte der Analysen, die unter Anwendung der alten Alkaloid- 
bestimmungsmethoden ausgefiihrt wurden, angegeben. 
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Tabelle I. Alkaloidgehalt von bitteren gelben Lupinen. 





Gesamtalkaloid °/, 


- le Methode Methode 

Sy st ... Spartein: Gesamt- nach Saba- | nach Mach- 
Herkunft Spartein Lupinin Lupinin alkaloid | Utsehka- Ledatie- 
Zaher Senghusch 
Faktor Faktor 
= 0.00169 == 0),2475 


Pulawy 0,29 0,43 21.48) 0,72 0,91 0,92 
Rogalin-Woltyn 0,32 0,64 22,00 0,96 
-Lubelszezyzna 1 0,20 0,57 : 2,80; 0,77 1,04 
2), 0,29 0,51 21,73 0,80 0,99 
i. 0,30 0,57 21,90 0,87 1,12 
Sorowina 0,37 0,62 71,66 0.99 
Sobieszyn 0,33 0,63 21,91} 0,96 
Stary Brzesé 0,28 0,73 : 2,61) 1,01 


Im Mittel 0,298 0,588 22,01 0,855 


” 


Tabelle I]. Alkaloidgehalt von siiBen gelben Lupinen. 





| Gesamtalkaloid %/, 


5S eattatel | inin  Spartein: | Gesamt- Sthaaie lt Metinie: mnie: 
Herkunft Spartein | Lupinin rhe sea vy Methode nach Methode nach 
| Lupinin alkaloid saqpatitechka~ | Mach-Lederle, 
| Zaher Sengbusch 
0/9 95 Faktor =0,00169 Faktor = 0,2475 


: 3,20 0,021 0,21 0,010 


75,87 0,110 0,40 0,125 
23,61 0,097 0,45 0,105 
7331 0,138 0,39 0,150 
:3,14 0,058 0,18 0,090 
73,80 0,120 0,38 0,125 
74,25 0,126 0,32 0,150 
75,12 0,104 0,39 0,100 
24,47 0,093 

:2,03 0,079 0,28 0,100 


Pozég 1 .... 0,005 0,016 


Pozég 2 .... 0,016 0,094 
G. Niwa.... 0,021 0,076 
0,032 0,106 
Ozar6w 1... 0,014 0,044 
Ozaréw 2... 0,025 0,095 
0,024 0,102 
0,017 0,087 
0,017 0,076 
0,026 0,053 


Im Mittel 0,021 0,081 1:3,82 | 0,102 


_ 


eee ee ee 


Der mittlere Sparteingehalt von acht untersuchten bitteren gelben 
Lupinen belief sich auf 0,298 °% mit Schwankungen zwischen 0,2 bis 


0.37%. Der mittlere Wert des Lupiningehalts betrug 0,588 °, und 
bewegte sich zwischen 0,43 bis 0,73 °%. Die Grenzen der Schwankungen 
sind also bei beiden Alkaloiden ziemlich breit. Der Gesamtalkaloid- 
gehalt dagegen zeigt deutlich kleinere Schwankungen, naimlich zwischen 
0,72 bis 1,01°%, wahrend der mittlere Wert 0,885°%, betrug. Das 
Verhaltnis Spartein: Lupinin war, wie aus den Zahlenwerten der 
Tabelle hervorgeht, nicht konstant und schwankte zwischen I: 1,48 
bis 1: 2,8. Es betrug im Mittel 1: 2,01. Der letztere Wert ist von 
demjenigen, der im alteren Schrifttum auf Grund der praparativen 
Arbeiten angegeben war (1:1), stark verschieden, liegt dagegen nahe 
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dem Verhaltnis 1: 1,7, das Notthohm und Mayer (12) unter Anwenduny 
ihrer Pikratmethode ermittelt hatten. 


Von den zehn analysierten SiBlupinensorten zeichnete sich pur 
eine Sorte ,,Pozdg I‘ durch auBerst geringen Alkaloidgehalt aus. [\\r 
Alkaloidgehalt belief sich fast auf ein Drittel des niedrigsten Alkaloid. 
gehalts aller iibrigen Sorten. Sie muB also als Sondersorte bei den 
folgenden Erwagungen auBer acht gelassen werden. Der Sparteingehalt 


von neun SiuBlupinensorten bewegte sich zwischen 0,014 bis 0,032 °, 
und betrug im Mittel 0,021°%. Fiir Lupinin wurden die Werte von 
0,044 bis 0,106 %, im Durchschnitt 0,081 % ermittelt. Die Schwankungen 
der Anteile von Spartein und Lupinin sind demnach im Falle der Sii(- 
lupinen gr6Ber als bei bitteren Sorten. Dasselbe bezieht sich auch auf 
den Gesamtalkaloidgehalt, dessen Werte sich zwischen 0,058 und 
0,138 % bewegten. Ihr Mittelwert lag bei 0,102°%. Das Verhaltnis 
der beiden Alkaloide schwankt in sehr breiten Grenzen von 1: 2,03 
bis 1: 5,87 (der Mittelwert 1: 3,82). Aus diesen Ergebnissen geht klar 
hervor, daB durch Ziichtung am meisten der Sparteingehalt herab- 
gesetzt wurde. Dem durchschnittlichen Sparteinwert von_ bitteren 
Lupinen (0,298 %,) entspricht 0,021°, bei SiiBlupinen, was eine Ver- 
minderung auf beinahe !/,, bedeutet. Der mittlere Lupiningehalt 
dagegen betrigt bei bitteren Sorten 0,588 %, bei ,,siiBen‘‘ 0,081 %, ist 
demnach bei ,,siiBen‘* Lupinen nur_etwas mehr als siebenmal kleiner. 
Die vergleichende Zusammenstellung der Alkaloidwerte, die in denselben 
Lupinenproben unter Anwendung unserer neuen Methode und des 
alten Verfahrens von Sabalitschka-Zaher und Mach-Lederle (Modifikation 
von Sengbusch) ermittelt wurden, zeigt, daB das volumetrische Verfahren 
nach Sabalitschka-Zaher immer viel zu hohe Resultate gibt, die besonders 
bei SiBlupinen ganz unbrauchbare Zahlen ergeben. Die Mittitrierung 
der Nichtalkaloide, die durch das Ausschiitteln mit organischen Sol- 
ventien ausgezogen wurden, erklart diese Tatsache. Die nach der 
Methode von Mach-Lederle gewonnenen Resultate fielen bei bitteren 
Lupinen bedeutend zu hoch aus. Die Differenzen betragen 27 bis 28 °.,. 
Bei Sii®lupinen ergab sich in drei Fallen eine gute Ubereinstimmung 
der Ergebnisse, was auf einer zufalligen Ausgleichung der Fehler der 
alten Methode beruhen diirfte. In anderen Fallen fielen die Resultate 
zu hoch aus. Die Differenzen schwankten in breiten Grenzen zwischen 
8,6 und 55,1°%. Die SiiBlupinensorte ,,Pozog I‘‘ zeigte nach der Methode 
Mach-Lederle einen um 52,3°%, niedrigeren Alkaloidgehalt als nach 
unserer Methode. In diesem Falle wurden bei éufBerst geringen Alkaloid- 
mengen die Resultate durch die Léslichkeit des Lupininsilicowolframats 
so stark beeintrachtigt. 

Die Ausarbeitung einer neuen Methode zur quantitativen Be- 
stimmung der Alkaloide in blauen und weiben Lupinen ist gegenwartig 
im Gange. 
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Versuchsbelege. 


Versuche mit Ausfdllung des Sparteins 
durch Pikrinsdure. 


Sparteinsulfatlésungen verschiedener Starke (0,277 bis 0,019 °, Spartein) 
wurden unter Benutzung von Methylrot genau neutralisiert und mit al- 
koholisecher 6°,iger Pikrinséurelésung ausgefallt. Die erhaltenen Nieder- 
schlage wurden nach 12 Stunden durch Glasfiltertiegel filtriert, mit wasseriger 
0,1 °,iger Pikrinséurelésung und mit 1 bis 2 cem Wasser gewaschen, bei 105° 
getrocknet und gewogen. Bei der Berechnung des Alkaloidgehalts wurde 
der Faktor 0,3383 benutzt, der der Formel des Sparteindipikrats entspricht. 
Die gewonnenen Resultate sind in der folgenden Tabelle angegeben. Sie 


on" 


fielen nur beim Alkaloidgehalt 0,277 bis 0,111°, fast befriedigend aus. 


Tabelle III. 





Spartein 





Volumen 
der 
Nr. Spartein- 
lésung 


agens- refunden 
Spartein — pec ae LO _Be- 
berechnet 0), des vor- merkungen 

handenen 

ecm | mg Alkaloids 


10 0,277 27,73 | 27,40 98,83 

20 0,138 é é 27,00 97,39 

25 0,111 2 27,4 26,72 96,36 Fallungs- 
0,055 27,73 || 25,2% 90,99 mittel 
6,019 y : 3,28 118,30 69/oige alko- 


0,138 27,26 98,31 ‘Pikeies 
0,111 : 28,08 101,30 sdurelésung 
0,055 27,48 33,63 121,30 

20 0,138 : p 33,83 122,00 





Es hat sich gezeigt, da bei starkerer Verdiinnung (0,055°, des Al- 
kaloids) die proportionale Vermehrung der Reagensmenge nur eine Beein- 
trachtigung der Resultate mit sich fiihrt. In diesem Falle fielen die Ergebnisse 
bedeutend zu hoch aus. Auch die Anwendung des Fallungsmittels im Uber- 
schuB bei héherem Alkaloidgehalt fiihrte zu demselben Ergebnis. Die Um- 
rechnung dieser Mengen mit einem neuen Faktor 0,2542, der der Formel 
des Tripikrats entspricht, lieferte zu niedrige Werte, néimlich 91,14 und 
91,69°,, des vorhandenen Sparteins. 


Versuche mit Ausfdllung des Sparteins 
durch Pikrolonsdure. 


Die Ausfaillbarkeit des Sparteinpikrolonats wurde auf dieselbe Weise 
gepriift wie in vorhergehenden Versuchen. Als Fallungsmittel wurde 2° ,ige 
alkoholisch-acetonische und 3,7°,ige acetonische Pikrolonséurelésung an- 
gewendet. Die Ausfallung geschah in genau neutralisierten Sparteinsulfat- 
lésungen. Zum Nachwaschen wurden verdiinnte wasserige Pikrolonsaure- 
lésung und Wasser benutzt. Der Alkaloidgehalt wurde aus dem Gewicht 
des bei 105° getrockneten Niederschlags unter Anwendung des Faktors 
0,3072 berechnet. Dieser Faktor entspricht der Formel des Dipikrolonats. 


Zur Priifung wurden die Lésungen vom Alkaloidgehalt 0,277 bis 0,019 ° , 
genommen. 
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Tabelle IV. 





Spartein 





Volumen 
der ‘ Reagens- gefunden Be 
| Spartein- Spartein menge peomeersenermeceieaetininten ee ihaante 5 ines 
lésung berechnet 0}, des vor- merkungen 


handenen 
ecm ‘ mg Alkaloids 


10 | 0,277 
15 | 0,185 
20 | 0,138 
25 0,111 
15 Beas ds: 
50 | 0,055 


27,49 99,15 
27,49 99,15 = : 
26,94 97.16 aa 
26,54 95,72 20/ ize 
16,59 99,68 alkohol 
23,22 83,75 acet. 
15 | 0,037 5,60 100,90 Pikrolon 
15 0,019 2.70 97,48 “ti 
20 0,138 f ik 27,60 99,54 Osung 
25 i OTT 6,25 27,7 27,71 99,93 
50 | 0,055 12,50 27,75 28,02 101,10 


ee ee ee ee 


+ 





Wie aus den oben angefiihrten Zahlenwerten hervorgeht, laBt sich 
Spartein mit Pikrolonséiure beim.veranderlichen Volumen der Fiallungs- 
fliissigkeit quantitativ ausfillen und bestimmen, wenn nur die Reagens- 
menge proportional dem Fliissigkeitsvolumen ansteigt. Die erhaltenen 
Resultate sind befriedigend, indem 97,48 bis 101,1°%, im Durchschnitt 
99,60 °, des vorhandenen Alkaloids, gefunden wurden. 

In den ersten acht Fallen wurde die gleiche Reagensmenge benutzt, 
obwohl das Volumen der Fillungsfliissigkeit und ihr Alkaloidgehalt 
sich anderten. In den drei letzten Fallen geschah die Ausfallung bei gleich- 
bleibendem Verhaltnis zwischen Lésung und Reagens. 

Es blieb noch iibrig zu priifen, ob die Niederschlagsbildung bei An- 
wesenheit von Lupinin ebenfalls quantitativ verlauft. Zu diesem Zwecke 
wurden die vorhergehenden Versuche wiederkolt, wobei den Spartein- 
sulfatlésungen chemisch reines Lupinin im Verhaltnis von ungefahr | : | 
zugefiigt wurde. 

Tabelle V. 





Spartein 


Volumen Pa- 
Rea gefunden Be- 


der ons 
: _ ens- 
Spartein- Lupinin' & 
lésung 


menge berechnet 0 


Reet cungen 
» des vor- merkung 
mg handenen 


ecm ecm mg Alkaloids 


10 277 «(0,250 ~——-.2,00 27,73 27,28 98,38 Ba 
15 0,166 25-30, 2773 2746 99.04 ce 
20 0,125 3.6—4 27,73 =| -27,64 99,68 3,7 O/sige 
25 0,100 4,.5—5 27,73 27,93 100.80 acetoni- 
15 0,100 2.5—3 16,64 16,59 99,68 sche 

50 0,050 9—10)! 27,73 27,52 99,24 Pikrolon 
15 0,033 2-30) 5,55 5,47 98,74 seare- 





F | aed re ‘ ns lisung 
16 0,016, 2-30) 2,77 2,69, 97,12 staat 
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Die oben angefiihrten Zahlenwerte zeigen gute Ubereinstimmung 
der Resultate von beiden Bestimmungsreihen. Der ermittelte Spartein- 
vehalt sehwankte zwischen 97,12 und 100,8 %, und betrug durchschnitt- 
lich 99,08 °, der theoretischen Werte. Die Bestimmung des Sparteins 
mit Pikrolonséure bereitet also auch in einem Gemisch mit Lupinin 
keine Schwierigkeiten. 


Zusammensetzung des Lupininsilicowolframats. 

(,6 g des chemisch reinen Lupinins werden in 600 ccm 1° ,iger Salz- 
saure gelést und mit 48 cem 10°, iger Kieselwolframsaure gefallt. Nach De- 
kantieren der klaren Fliissigkeit wird der Niederschlag mit 1°, iger Salzsaure 
9) Minuten ausgeriihrt, im Glasfiltertiegel gesammelt, gewaschen und bei 
120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Verbrennungsanalyse dieser 
Substanz gab folgende Ergebnisse: 

1. 0,1974 g Substanz: 0,0967 g CO,, 0,0418 g H,O, 0,1588 g SiO, . 12WO,, 
2. 0,4099 g Substanz: 0,1978 g CO,, 0,0829 g H,O, 0,3281 g SiO, . 12WO,. 
SiO, . 12 WO, 2 H,O 4 C,,H,,NO. 
Ber. : C 13,50°,, H 2,25°,, SiO, .12 WO, 79,97°%,. 
Gef.: 1. C 13,36°,, H 2,387°., SiO,.12 WO, 80,46°,. 
2. C 13,19%, H 2,27%, SiO, .12 WO, 80,24%. 


Verfahren zur Bestimmung des Lupinins. 


0,02 bis 0,04g Lupinin werden in der entsprechenden Menge der 
n/50 Salzsiure gelést und mit 10°,iger Kieselwolframsaure im Uberschu8 
gefallt. Nach Zugabe 0,25 bis 1 cem 15°, iger Kochsalzlésung la8t man bis 
zum Absetzen des kristallinischen Niederschlags stehen ('/, bis '/, Stunde). 
Die klare Fliissigkeit filtriert man durch einen Porzellanfiltertiegel, bringt 
den Niederschlag in den Tiegel, wascht zweimal mit je 1 bis 2 cem Wasser, 
trocknet eine halbe Stunde bei 120° und gliiht im elektrischen Ofen. Gewicht 
des Glithriickstandes * 0,2376 = Lupinin. 

Das Filtrat der Kieselwolframsaurefallung wird weiter auf dieselbe 
Weise verarbeitet, wie dies oben (S. 197) angegeben wurde. 


Tabelle VI. 





Lupinin 


Vo- gefunden 
lumen 6 iegsts 5 sei 


Ore OO DO 


15 


der Lupi- Rea- 
Lupi- nin eee 
nin- menge 


lisung 


be- 
rechnet 


mg 


20 
10 
20 
40 
30 
15 
20 


I. Ausfaillung 


18,30 
9,30 
19,36 
38,82 
28,90 
14,20 

| 18,25 


0’, des 
vorhan- 
denen 


kaloids 


91,52 


93,00 
96,83 
97,05 
96,34 
94,70 
91,24 


mg 


1,40 
0,70 
0,55 
0,80 
0,90 
0,70 
1,60 


Il. Ausfillung 


0/, des 
vorhan- 
denen 
Al- 
kaloids 


7,00 
7,00 
2,75 
2.00 
3,00 
4,70 
8.00 


Totale Meage 


mg 


19,70 
10,00 
19.91 
39,62 
29,80 
14,90 
19,85 


0/5 des 
vorhan- 
denen 
Al 


kaloids 


98,52 
100,00 
99,58 
99,05 
99,34 
99,33 
99,24 
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Diese neue Arbeitsweise fiihrte also zu befriedigenden Ergebniss:-1,, 
In Lésungen, deren Lupiningehalt 0,05 bis 0,30 % betrug, wurden durch. 
schnittlich 99,26 °, des vorhandenen Alkaloids gefunden, wahrend ie 
Schwankungen sich zwischen 98,52 und 100,00 °% bewegten. 


Priifung der neuen Methode. 


Zur Priifung der Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Methoce 
mubte zuerst geklart werden, ob die Gesamtausfallung der beiden 
Alkaloide mit Kieselwolframsiaure restlos verlauft. Zu diesem Zwecke 
wurde der Alkaloidgehalt in sieben Lupinenproben nach unserer Methode 
mit folgender Modifikation bestimmt: 


Bei der ersten Kieselwolframsiurefallung wurde der Niederschlag bei 
120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Dann erfolgte 
Gliithen usw. Das Filtrat dieser Fiallung wurde bis zur Trockne abgedampit 
und der Rest mit wenig 5°, iger Natronlauge zersetzt. Die alkalische Lésung 
wurde im Scheidetrichter dreimal mit je 3 cem Chloroform ausgeschiittelt. 
Die Chloroformlésung wurde nach Verdiinnung mit Ather zweimal mit Salz- 
sdure (1. 10 cem n/50 HCI, 2. 1 eem n/50 HCl + 9 cem Wasser) und zweimal| 
mit je 10cem Wasser ausgeschiittelt. Der salzsaure Auszug wurde aut 
3 bis 5ceem abgedampft, mit n/2 NaOH neutralisiert und mit n/10 HC! 
(0,15 bis 0,25 cem) angeséuert. Nach Zugabe von 0,2 bis 0,3 cem Kochsalz- 
losung erfolgte die Ausfaillung mit 1 ecem Kieselwolframséiure. Nach Ab- 
setzen des Niederschlags und Filtrieren erfolgten das Trocknen bei 120" 
und die Wagung. Die weitere Verarbeitung geschah mit der Hauptmenge 
der Kieselwolframsaurefallung. 


Tabelle VII. 





Kieselwolframsiurefallung 





Lupinenprobe | Gesamtalkaloid im Filtrat 
Hauptmenge 





in Jo 
Jo mg der Hanptmenge 

0,805 275,9 2,¢ 1,05 
0,993 324,9 : 1,05 
0,960 340,2 3,6 1,06 
1,017 317,2 1,26 
0,703 242,9 : 1,32 
0,719 256.1 

0,765 282,1 


Es hat sich also ergeben, daB zwar auBerst geringe Mengen der 
Alkaloidsalze in das Filtrat iibergehen; sie machen aber im Mitte! 
nur 1,13°% der Hauptmenge des Niederschlags aus. Das macht auf 
Lupinen berechnet im Durchschnitt ungefihr 0,01°, des Gesamt- 
alkaloidgehalts aus, was ohne weiteres vernachlassigt werden kann. 


Zur Priifung der Zuverlassigkeit der Methode wurden mit demselben 
Lupinenmehl drei parallele Bestimmungen des Alkaloidgehalts mit Ver 
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eitung des Filtrats der Kieselwolframsaurefallung ausgefiihrt und eine 
Die Ubereinstimmung der Resultate 


ari 
Bestimmung ohne diese Korrektur. 
war recht befriedigend. 

Tabelle VIII. 





Lupinenprobe 


5g bittere Lupinen- 
sorte I 


10 g bittere Lupinensorte I 
20 g SiBlupinensorte I... 
I 


40 g 
20 g SwBlupi 
40g 


” ee 
nensorte II .. 


” 


Gesamt- 
alkaloid 


0 
0 


0,722 
0,723 
0,730 
0,719 
0,079 
0,075 
0,021 
ct ee 0,019 


Spartein 


9% 


0,289 
0,283 
0,290 
0,290 
0,026 
0,025 
0,005 
0,005 


Lapinin —— 


0; 
10 


0,433 
0,440 
0,440 
0,429 
0,053 
0,050 
0,016 
0,014 


Kieselwolframsiurefallung 
Hauptmenge | im Filtrat 
mg mg 


252,4 3.8 

237,8 3,6 

237,5 3,4 

512,2 

110,1 2,0 

248, ; 4,8 
39,8 3,0 
78,6 1,5 


Als weiterer Beleg werden in der Tabelle die Ergebnisse der Analyse 
zweier SiiBlupinensorten angegeben; es wurden je zwei parallele Bestim- 
mungen ausgefiihrt, wobei bei jeder zweiten die Menge der Analyseprobe 
verdoppelt wurde. Die Restmengen der Alkaloide im Filtrat der Kiesel- 
wolframsaéurefallung wurden vorschriftsmaBig als Silicowolframate erfaBt 
und gewogen. Die weitere Verarbeitung der Salze erfolgte mit der Haupt- 
menge des Niederschlags. Die Resultate fielen befriedigend aus. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine neue Methode zur Bestimmung der beiden Alkaloide, 
des Sparteins und des Lupinins, in gelben Lupinen beschrieben. Die 
Methode ist folgende: 

1. Ausschiitteln der Alkaloide aus der mit Natronlauge und Gips 
verriebenen Substanz mit Ather-Chloroformgemisch und ihre Uber- 
fiihrung in salzsaure wasserige Lésung. 

2. Ausfallen der beiden Alkaloide mit 10 °,iger Kieselwolframsaure 
im wasserigen vorschriftsmaBig angesiuerten Auszuge. 

3. Lésen des Gesamtniederschlags mit Natronlauge, Ausziehen 
der Alkaloide mit Chloroform und Uberfiihrung in salzsaure Lésung. 


4. Ausfillen des Sparteins mit acetonischer Pikrolonsdurelésung 
nach genauer Neutralisation der Lésung und Wagung des getrockneten 


Pikrolonats. Gewicht des Pikrolonats « 0,3072 = Spartein. 

5. Ausziehen des im Filtrat mit Ammoniak frei gemachten Lupinins 
durch Ausschiitteln mit Chloroform und Uberfiihrung in salzsaure 
Lésung. 

6. Abscheiden des Lupinins mit Kieselwolframsiure aus der 
vorschriftsmaBig angesiuerten Lésung, Wagen des getrockneten und 
gegliihten Niederschlags. Gewicht des Gliihriickstandes 0,2376 

- Lupinin. 
Biochemische Zeitschrift Band 293. 14 
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Die Methode ist in zwei Modifikationen fiir bittere und siiBe Lupinen 
ausgearbeitet. 


In acht bitteren und neun SiiBlupinensorten wurde der Lupinin- 
und Sparteingehalt bestimmt und die ermittelten Werte mit den nach 
alteren Verfahren erhaltenen verglichen. 
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Uber den Einflu8 
gonadotroper Hormone auf den Histidinabbau in der Leber’. 
Von 
R. Kapeller-Adler und G. Boxer. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1937.) 


Fiir die menschliche Graviditat ist die Ausscheidung von Histidin 
im Harn bezeichnend. LEdlbacher? konnte zeigen, daBb das Histidin 
hauptsachlich in der Leber durch ein eigenes Ferment, die Histidase, 
abgebaut werde und daB die Niere das Histidin gar nicht oder nur spuren- 
weise verandere*. In einer Arbeit mit Haas* wurde die auffallende 
Beobachtung gemacht, daB die Leber gravider Frauen und von Frauen 
im Puerperium Histidin gar nicht oder nur spurenweise abbaue. Da, 
wie oben erwahnt, die Niere das Histidin nicht weiter verandert, kénnte 
dadurch die Histidinausscheidung im Harn Gravider ihre Erklarung 
finden. Uberdies konnte festgestellt werden, da® die Histidin- 
ausscheidung im Schwangerenharn vollkommen parallel mit dem 
Auftreten gonadotroper Hormone im Harn (Aschheim-Zondek-Reaktion) 
verlauft. 

Es lag demnach nahe, einen kausalen Zusammenhang zwischen 
der Uberproduktion von gonadotropen Hormonen und dem Auftreten 
des Histidins im Harn Gravider anzunehmen, und es wurde die Méglich- 
keit in Erwagung gezogen, ob nicht die in der Schwangerschaft beob- 
achtete Hemmung der Histidasewirkung durch gonadotrope Hormone 
bedingt wiirde. Diese Arbeitshypothese erschien um so verlockender, 
als es sich zeigte, dab das Wirkungsoptimum der Histidase und des 
Prolans beim gleichen py, namlich bei 8 liegt ®. In dieser Richtung mit 
Herrmann® an zehn Lebern unternommene Untersuchungen ergaben, 
da die Wirkung der Histidase durch den Zusatz von Prolan ,, Bayer" 
(500 RE. fiir je 1 g Leber) wesentlich gehemmt wird. 

Im Rahmen vorliegender Arbeit sollten zunachst die zur Beleuchtung 
der Frage nach dem Ursprung des Histidins im Gravidenharn begonnenen 
Untersuchungen auf eine breitere Basis gesetzt und die bereits ge- 
wonnenen Ergebnisse erhartet werden. Weiter sollte neben Prolan 


' Otto v. Fiirth zam 70. Geburtstag. — * Diese Zeitschr. 224, 269, 1934. 

- § Vgl. auch Krebs, Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 218, 1933. — * Kapeller- 
Adler u. Haas, diese Zeitschr. 280, 232, 1935. — 5 Edlbacher, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 191, 225, 1930; Zondek u. Euler, Skand. Arch. Phys. 68, 
232, 1934. — ® Kapeller-Adler u. Herrmann, Klin. Wochenschr. 15, 977, 1936. 
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auch die Wirksamkeit anderer gonadotroper Praparate auf den Hist iin. 
abbau untersucht werden. 


Die Untersuchungstechnik blieb im groBen und ganzen dieselbe, wie 
wir sie schon in friiheren Arbeiten beschrieben haben!. 100 g Leber wurde 
durch den Hofmeisterschen Zerkleinerungsapparat getrieben und _ hieray 
mit einer Messerspitze Quarzsand verrieben. 20 g dieses Leberbreies wurden 
genau abgewogen und mit 100 cem m/5 Phosphatpuffer von pH 7,65 nach 
Sérensen versetzt und 1 Stunde 30 Minuten in der Schiittelmaschine ve. 
schiittelt. 


Zwecks Ermittlung des pu der Leber wurden 4g des urspriinglichen 
Leberbreies in 20 cem Wasser suspendiert. Von dieser Suspension wurden 
5 cem, entsprechend 1 g Leber, abpipettiert, reichlich mit Wasser versetz1 
und mittels des Universalindikators jene Menge n/10 Lauge ermittelt, 
welche nétig ist, um 1 g Leber auf py 7,65 zu bringen. AuBerdem wird die 
Menge n/10 Lauge bestimmt, welche notwendig ist, um 5 cem einer Histidin. 
chlorhydratlésung, welche in bezug auf die freie Histidinbase 1° ig ist, auf 
pu 7,65 zu bringen. 

Nach dem Schiitteln werden von dem in Phosphatpuffer suspendierten 
Leberbrei 5 ccm, entsprechend 1 g Leber, abpipettiert und nun mit 5 ccm 
der 1° igen Histidinlésung (entsprechend 50 mg Histidin) und mit der, wie 
oben beschrieben, sowohl zur Neutralisation der Histidinchlorhydratlésung 
als auch des Leberbreies notwendigen Menge n/10 Lauge versetzt. Das 
Prolan wurde in 10cem Wasser gelést und dann erst dem Leberbrei zu 
gesetzt. Die Kontrollebern (ohne Prolan) wurden mit 10cem Wasser 
versetzt. Nunmehr wurden zu jeder Probe 5 Tropfen Toluol zugefiigt und 
die Ansatze fiir 21 Stunden in den Brutschrank gebracht. Nach dieser 
Zeit wurde verdiinnte Schwefelsiure bis zur kongosauren Reaktion 
zugefiigt, zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit in eine flache 
Schale gebracht, der Riickstand mit Wasser griindlich gewaschen und die 
Waschfliissigkeit ebenfalls in die Schale gebracht. Nun wird auf dem Wasser- 
bad bis auf ein Volumen von 2 bis 3 cem eingeengt. Diese Fliissigkeit wird 
durch ein kleines Faltenfilter in MeBglaser abfiltriert und das Volumen 
auf 20cem gebracht. 2cem dieser Lésung werden der kolorimetrischen 
Histidinuntersuchung nach Kapeller-Adler? unterworfen. Als Vergleichs- 
fhissigkeit wird eine Lésung verwendet, welche durch Auffiillen von 5 ccm 
der 1°% igen Histidinlésung auf 20 cem mit destilliertem Wasser gewonnen 
wird. Auch von dieser Lésung werden 2 ccm verwendet. 


Weiter sei noch besonders hervorgehoben, dab die Wirkung des 
Prolans und ahnlicher gonadotroper Hormonpraparate auf die Leber- 
histidase durch Zusatz von gréBeren Mengen Toluol, weiter von Chloro- 
form und phenolischen Konservierungsmitteln aufgehoben wird. 


Es wurden zunachst an 20 Lebern®? von mannlichen und weiblichen 
Personen mit verschiedener Todesursache die Histidasewirksamkeit 


1 Kapeller-Adler u. Haas, diese Zeitschr. 280, 232, 1935; Kapeller- 


Adler u. Herrmann, Klin. Wochenschr. 15, 977, 1936. — ? Diese Zeitschir. 
264, 131, 1933. — ® Fiir die Uberlassung des wertvollen Materials sind wir 


dem Vorstand des pathologisch-anatomischen Instituts, Herrn Prof. 
H. Chiari, zu groBem Dank verpflichtet. 
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Hist idin- bestimmt und je 1g dieser Lebern jeweils der Wirkung von Prolan 
(Bayer) ausgesetzt. , 
‘lbe, wie In der Tabelle I haben wir die Untersuchungsergebnisse zusammen- 
Se vefaBt. ; 
Heraut , 
s wurden Tabelle I. 
65 nace} . 
igs Von 50 mg Histidi 
hine ye. beaten abje g Leber| i ~ fe 
Name | | Befund Denes. 
nglichen Nr Datum bev lodesursache das Leber ee mit Prolan ier 
, ] | > ——— I on- 
wurden eile) RE. trolle 
Versetzt i . a | a . . - — _ 
rmittelt, = . shan r ae. 3 F 
wird c 1 25. V.1936 R.B., co Tbe. pulm. parenchym. 31,5 500 26,5 85 
i aie Deg. 
list din- 
iat a8 2 2. VI.19386 O.8., co Perforation parenchym. | 25,3 500 | 15,3. 60,4 
iia derAppendix, Deg. 
Peritonitis 
ndierten 3 4, VI. 1936 8. P.,o Apoplexia leichte 23,3 | 500 | 8,7 37,4 
t 5cem cerebri Stauung 
der, wie 4 3. XL.1936 H.B.@) Encephalo- Stauung 21,2 500 | 14,5 68,4 
itl6sung malacie 
ee Das 5 22. XIT. 1936 O. P., o Suicid. o. B. 29,9 500 19,1 63,8 
rei zu KopfschuB 
Wasser 6 19 1.1937 FR. Q > Tumor o. B. 19,8 500 | 13,1) 66,1 
igt und cerebri 
— 7 1. IL1937 8S. T., 2 Ca.ventriculi Anamie 20,0 500 13,8 68,7 
men 8 8. III. 1937 P.R., 2 Ca.ventriculi Anaimie 17,4 500 10,8 62,0 
oe as. 9 5. IV.1937 F.S,o Unfall o. B. 36,0 100 19,8 55,0 
ites, 10 12. IV.1937 0. B., Q Ca.oesophagi oo. B. 33,8 100 20,5 60,6 
it. wird 11 15. IV.1937 R.T.,Q — Suicid o. B. 30,9 500 25,0 80,9 
olumen 12 27. IV.1937 E. W., o Ca. ventriculi’ —_leichte 17,7: 50) 86) 48,7 
rischen Stauung 
zleichs- 13 3. V.1937W.R., 2 Encephalo- Stauung 26,4100 81 30,7 
1 5 com malacie 
vonnen 14 11. V.1937T. K., 2 Apoplexia leichte 20,7 100 12,4 59,8 
cerebri Stauung 
16 13. V.1937 D.F., co Peritonitis | parenchym. 12,2 100 7,9 64,7 
ng des Deg. 
Leber- 16 20. V.1937 R.S., co Milzruptur Aniamie 24,7 100 | 17,0 | 68,1 
‘hloro- 17 1. VI.1937 F. B., Q Ca. ventriculi o. B. 25,9 100 9,3 35,9 
18 | 3. VI.19378. Co  Suicid o. B. 30,2 100 13,8 45,7 
lichen 19 | 7. VI.1937,L. M., 9 Uramie o. B. 34,9 100 17,6 504 
akeit 20 24. VI.1937 S. B., o Coloncarci- starke braune 39,8 100 28,9 72,6 
nom Atrophie tl a 
Durchschnitt: 26,1 15,5 59,3 
upeller- 
itschr. Y : : , , 
nd wir Zwecks Erreichung von Vergleichswerten bei dem so verschiedenen 
Prof. Histidasegehalt der einzelnen Lebern sahen wir uns veranlabt, die 
Wirkung des Prolans auf die Histidase auf einen vom absoluten 
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Histidasegehalt unabhangigen Nenner zu bringen. Wir setzen den 
Histidinabbau durch 1 g Kontrolleber (ohne Prolanzusatz) = 100 und 
driicken den Histidinabbau der mit Prolan versetzten Leber in Prozent« 
des Abbaues der Kontrolle aus. 

Die untersuchten Lebern zeigten im allgemeinen keine groben 
anatomischen Verdnderungen, doch diirften auch: solche  beziiglich 
der Histidasewirksamkeit keine Rolle spielen, eine Tatsache, auf dic 
wir bereits vorher hingewiesen haben!. Das Geschlecht hat ebenfalls 
keinen EinfluB. Weiter geht aus der Tabelle hervor, daB saimtliche 
untersuchten Lebern durch den Zusatz von Prolan eine Einschrankung 
der Histidasewirksamkeit erfahren haben. 


Zieht man einen groben Durchschnitt durch die Versuchsergebnisse. 
so zeigt es sich, daB die Lebern von zugesetzten 50 mg Histidin 26,1 my 
abbauten, nach Zusatz von Prolan nur mehr 15,5 mg, das stellt 59,3 °, 
des Abbaues der Kontrolleber dar. Die mit Herrmann in einer friiheren 
Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an 10 Lebern ergaben im 
groben Durchschnitt 58,5°% des Abbaues der Kontrolle, eine Zahl, 
die mit der eben genannten fast vdéllig iibereinstimmt. 

Im weiteren Verlauf der Arbeit muBten wir uns davon iiberzeugen, 
ob neben dem Prolan Bayer auch andere Praparate mit gonadotroper 
Wirkung einen EinfluB auf die Leberhistidase ausiiben. Es gelangte 
das Priparat Prihormon der chetischen Fabrik Promonta? zur An- 
wendung. Fiinf Lebern wurden untersucht; hierbei wurden vollkommen 
analoge Ergebnisse wie mit Prolan ,,Bayer“. gefunden. 


Tabelle II. 





|| Von 50 mg Histidin 
|| banten ab je g Leber = 9/, des 
Datum und Peers satiny Abbaues 
Todesursache der Leber || 0nePré- mitPrahormon der 


Name | 





Befund 


Ge- 
| hormon Kon- 
schlecht || (Kon- trolle 


1987 trolley) | RE. 


10. III. O.8.,c Apoplexia Stauung 34,4 100 

cerebri | 
17. Ill. R.O.,o Gangran | parenchym.)| 25,3 100 

pulmonis Deg. 
5. IV. | F.S.,0° Unfall o. B. 36,0 36,1 
7. IV. R.T..Q. Ca. recti | Anamie 33,6 61,2 
19. IV. W.K.,  Phthisis parenchym.) 15,5 52,2 

rou pulmonis Deg. |i_ esi 
'Durchschn.: 29,1 | 58,0 


1 Kapeller-Adler u. Haas, |.c. — * Fiir die freundliche Uberlassung 
zahlreicher Hormonpraparate sei dem Leiter der hiesigen Niederlassung 
der Firma, Herrn Dr. L. Pirk, auch an dieser Stelle herzlichst gedankt. 
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Die Lebern teils mannlicher, teils weiblicher Personen mit ver- 
schiedenen Todesursachen bauten von zugesetzien 50mg Histidin 
im Durchschnitt 29,1 mg Histidin ab. Nach Zusatz von 100 Ratten- 
einheiten Prihormon wurden im Durchschnitt bloB 16,9 mg Histidin 
yon zugesetzten 50 mg Histidin abgebaut, was 58°, des Abbaues der 
Kontrolleber entspricht. 

Ferner stellten wir nach dem Verfahren von Zondek (Alkohol- 
fillungsmethode)! aus vier verschiedenen Gravidenharnen die ,,Prolan- 
fraktion‘’ dar und lieBen diese selbst hergestellten Praparate auf vier 
verschiedene Lebern einwirken. Es gelangte jeweils etwa '/,, in einem 
Falle nur !/,, der aus 1000 cem Harn einer graviden Frau gewonnenen 
Prolanfraktion zur Anwendung. 


Tabelle III. 





Von 50 mg Histidin 
bauten ab je g Leber 0), des 
Abbaues 


und . Befund i zt 
Detum Ge- Todesursache der Leber ohne a Be 


| schlecht | Prolan- — — 





fraktion Teile der trolle 
ee. - - ij Ausbeute 


= 
28. IV. | R.W.,% Uramie o. B. 25,0 19 | 21,¢)| 87,0 
11. V. T.K.,9) Apoplexia leichte 20,7 We 10,2/| 49,2 
| cerebri Stauung 
3 | 10. VI. (0. K.,o7 Tbe. parenchym. 20,0 P 7,2) 36,0 
pulmonis Degeneration 
Meningitis 
tbe. 
17. VI. |K.S.,c° Fissura o. B. 11,6 
baseos cranii 


Die in der Tabelle IIIT zusammengefaBten Ergebnisse zeigen, da} 
die Histidase der Lebern auch in diesem Falle eine deutliche Hemmung 
erfahren hat. In dem einen Falle wurde die Histidase sogar vollkommen 
gehemmt. Allerdings war der Histidasegehalt dieser Leber ziemlich 
niedrig. 

Hatten wir bisher durchgehend gonadotrope Hormone des Hypo- 
physenvorderlappens, wie sie im Harn gravider Frauen ausgeschieden 
werden, zur Anwendung gebracht, so war es immerhin von Interesse, 
die Wirkung eines gonadotropen Priparates aus dem Hypophysen- 
vorderlappen selbst zu studieren. 

Wir wahlten fiir unsere Versuchszwecke das von _ ,,Promonta‘ 
erzeugte ,,Priphyson“, welches uns von der Firma in dankenswerter 
Weise in einer von Konservierungsmitteln freien Form zur Verfiigung 


1 Hormone des Ovariums und des Hypophysenvorderlappens, 8. 236. 
Wien, Julius Springer, 1935. 
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gestellt wurde. Es handelt sich hierbei um ein aus dem Hypophysen- 
vorderlappen des Schweines gewonnenes Trockenpulver. Dieses enthii|t 
die Gesamtheit der hormonotropen Wirkstoffe der Hypophyse. (Dic 
biologische Standardisierung der Firma ergab in bezug auf das gonado- 
trope Hormon einen Gehalt von 125 ME. pro g.) 


Tabelle IV. 





Von 50mg Histidin baut ab 
je g Leber Soe 
Name und Be — Hsia @ de 
Datum Ge- Todesursache _ ill ay ny S 
schlecht ; ohne Pri- mit Praiphyson K om . 
? ontrolle 
physon 





1937 


1.VI. F.B., Q Ca.ventriculi  o. B. 25,9 0,15 26,2 101.0 
25,9 0,3 19,8 76,4 
te Vas [das Be Uramie o. B. 34,9 0,5 25,9 74,3 


Es wurden aliquote Teile einer Leber einmal mit 0,15 g, das andere 
Mal mit 0,3 g des Praiphysons in Reaktion gebracht (Tabelle IV). Die 
Histidase wurde durch den Zusatz von 0,15 g Praphyson gar nicht 
beeinfluBt, 0,3 g¢ bewirkten eine deutliche, obzwar keine sehr hohe 
Hemmung. Zu einer anderen Leber wurden 0,5 g Praphyson zugesetzt. 
Auch in diesem Falle zeigte sich eine Hemmung der Histidasewirkung. 
Auf den ersten Blick erscheinen “die zur Erzielung einer Wirkung 
nétigen Praiphysonmengen im Vergleich zu Prolan und Prahormon 
ziemlich hoch. 0,3 g Praphyson wiirden nimlich bei einem Gehalt 
von 125 ME. gonadotropen Hormons pro g etwa 40 ME. oder bei einem 
Verhaltnis von ME. zu RE. wie 1:5—8 etwa 200 RE. entsprechen. 
Dieses Verhiltnis gilt nun nach Zondek!, Hamburger? und Lauten- 
schlager* nicht fiir gonadotropes Hormon vom hypophysaren Typus. 
Hier besteht das Verhaltnis 1 RE. = 1—2 ME., da in diesem Falle 
die Mause viel empfindlicher sind. Unter Beriicksichtigung dieser 
Tatsache entsprechen 0,3 g Praphyson etwa 20 RE. und das ist, wie 
wir spater zeigen werden, eben der Grenzwert der Wirksamkeit des 
gonadotropen Hormons. 


Weiter verglichen wir die Wirkung der einzelnen Hormonpraparate 
wie Prolan, Praihormon, der selbst hergestellten Hormonpraparate 
und des Praphysons miteinander. Die Unterschiede in der Wirkung 
(Tabelle V) sind vielleicht auf die teils verschieden, teils tiberhaupt 
nicht dosierten Praparate zuriickzufiihren. Jedenfalls geht aus der 


' Zondek, Hormone des Ovariums und des Hypophysenvorderlappens, 
S$. 231. Julius Springer, 1935. —- * Hamburger, C.r. Soc. Biol. Paris 112, 
99, 1934. 3 Lautenschldger, Medizin u. Chemie I. G. Farbenindustrie 2. 


1934. 
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Tabelle V. 





Name, Geschlecht, Von 50 mg Histidin baut ab je g Leber — 
‘ nad piahaetinaditadhen e " a) . 


Todesursache, Be- ———_—_—__— ai 
odesursache e Po: Reve 


ohne bei Zusatz des Priiparates der 
Zusatz Dosierung Kontrolle 


Datum fund der Leber 
siehe 
1937 Tabelle Nr. 


5. IV. I 9 36,0 ,,Prolan‘. 100 RE. ..... 19,8 55,0 
II : »Prahormon’ 100 RE.. 13, 36,1 


11. IV. I 14 20,7 | »Prolan* 100 RE. ..... 12,4 59,8 
III 2 Eigenes Produkt 49,2 
1. VI. I 17 25,9 ,,Prolan‘s 100 RE. ..... ; 35,9 
IV 1 »Praphyson“ 0,3 g 76,4 


I 19 34,9 ,,Prolan‘’ 100 RE. ..... 17,6 50,4 
IV 2 »Praphyson* 0,5 g y 74,3 


Tabelle V hervor, daf die einzelnen Praparate an der gleichen Leber 
verschieden stark wirken kénnen. Da aber die Darstellung der einzelnen 
Praparate nicht véllig analog ist, lassen sich aus diesen Unterschieden 
keinerlei Schliisse ziehen. 

Um festzustellen, ob die GréBe der Dosis des verwendeten Pra- 
parates auf die Hemmung der Histidase einen Einflu8 ausiibe, stellten 
wir Versuche mit fallenden Dosen von Prolan und Prahormon an. Die 
Dosierung nahmen wir so vor, daB wir je nach Bedarf eine oder mehrere 
Ampullen zu 100 RE. in 10 cem H,O lésten und aliquote Teile zur An- 
wendung brachten. Die sich dabei ergebenden Zahlen decken sich 
vollkommen bei beiden Praparaten; die Hemmung bleibt bei 500 und 
50 RE. die gleiche. 

Es gelingt also nicht, durch Anwendung héherer Hormondosen 
eine starkere Hemmung der Histidase zu erzielen und den Idealfall, 
wie er in der Gravidenleber in vivo vorliegen diirfte, in vitro zu erreichen. 
Zieht man aber die verhaltnismaBig groben Versuchsbedingungen, 
wie sie in vitro vorliegen, in Betracht, so wundert man sich nicht dariiber, 
daB eine vollsténdige Hemmung der Leberhistidase nicht gelingt. Im 
Gegenteil ist es tiberraschend, daB in vitro die Einwirkung eines Hor- 
mons auf ein Ferment tiberhaupt zu beobachten war. 

Bringt man noch kleinere Prolandosen zur Anwendung, so nimmt 
der EinfluB auf die Histidase ab, um bei 20 RE. eine Grenze zu erreichen, 
jenseits welcher iiberhaupt keine Wirkung zu erzielen ist. Mit diesem 
Befund stimmt das oben erwaihnte Ergebnis bei Anwendung von 0,15 g 
Priphyson entsprechend etwa 10 RE., mit welcher Menge keine 
Einwirkung festgestellt werden konnte, iiberein. 


Zur naheren Betrachtung des Wirkungsmechanismus der eben be- 
schriebenen Praparate stellten wir nach Edlbachers Vorschrift' eine ge- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 191, 225, 1930. 
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reinigte ,,Histidasefraktion*‘ dar, indem wir den in Puffersuspension befi:d 
lichen Leberbrei zunichst kolierten, dann entweder direkt oder erst nach 
Zusatz von Kaolin bei 3000 Touren 15 Minuten lang zentrifugierten. Hier}, 
wurde vergleichshalber immer nur die Halfte der Lebersuspension gereinizt, 
die iibrige Halfte wurde wie immer aufgearbeitet. Beide Teile wurden 
hierauf mit Prolan in Reaktion gebracht. 

Die Ergebnisse dieser Versuche (Tabelle VI) sind nicht durchweg 
einheitlich. In sechs von neun Versuchen war nach dem Abzentri- 
fugieren in dem gereinigten, zellfreien Zentrifugat keine Beeinflussung 
durch Prolan mehr zu erzielen. Beim Versuch 9 war die Hemmung 
wesentlich geringer als bei der nicht zentrifugierten Kontrollprobe. 
Nur bei den Versuchen 6 und 7 blieb die Wirkung des Prolans auch nach 
dem Zentrifugieren erhalten. Wie diese auffalligen Versuchsergebnisse 
zu deuten sind, kénnen wir derzeit noch nicht sagen. 

Alle bisher angefiihrten Untersuchungen machen die Annahme 
sehr wahrscheinlich, daB die Leberhistidase in der Schwangerschaft 
durch gonadotrope Hormone gehemmt wird und da weiter dieser 
histidasehemmende Faktor im Harn gravider Frauen zur Ausscheidung 
gelangt. 

In diesem Zusammenhang erschien uns eine Mitteilung von Norpoth! 
von Interesse, in welcher der Autor eine Histidinurie bei verschiedenen 
Hypophysenvorderlappenveranderungen, bei denen es zu einer Uber- 


produktion gonadotroper Hormone ‘kommt, beobachten konnte. Ubri- 
gens konnten wir selbst ebenfalls bei einem Fall von Cushing-Syndrom 
eine Histidinurie beobachten. Biologisch lieB sich in diesem Fall die 
Ausscheidung gonadotroper Hormone im Harn feststellen. Weiter 
haben wir bei einer autoptisch sichergestellten Blasenmole, bei der es 
bekanntlich zu einer Uberproduktion an gonadotropen Hormonen 
kommt, eine Ausscheidung von Histidin im Harn feststellen kénnen. 


Um den Beweis zu erbringen, daB die Ausscheidung dieses histidase- 
hemmenden Stoffes nur in der Schwangerschaft erfolgt, wurden be. 
ziiglich der Darstellung vollkommen analoge Fraktionen aus Graviden- 
und Nichtgravidenharn (Harn junger Manner) nach der Zondekschen 
Alkoholfallungsmethode dargestellt und die erhaltenen Praparate auf 
ihre Einwirkung auf die Leberhistidase untersucht. Die Resultate 
(Tabelle VIL) im Verein mit den tibrigen dieser Arbeit ergeben eindeutig, 
daB die Substanz, welche das Histidaseferment hemmt, im Harn Nicht- 
gravider nicht ausgeschieden wird. 

Da es uns auf Grund unserer Untersuchungen als sehr wahrscheinlich 
erschien, daB der die Histidase hemmende Faktor im Gravidenharn 
ausgeschieden wird, wollten wir feststellen, inwieweit die Eigenschaften 


1 Klin. Wochenschr., 16, 1937. 
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R. Kapeller-Adler u. G. Boxer: 


dieses Stoffes mit denen der im Harn zur Ausscheidung gelangen«ey 
Hormonen iibereinstimmen. Am ehesten erhofften wir uns eine dies. 
beziigliche Aufklarung von solchen Inaktivierungsversuchen, von deiner 
es feststand, daB das gonadotrope Hormon seine biologische Einwirkuny 
auf das Ovar mit Sicherheit einbiiBt. Wir stellten uns auf verschiedene 
Weise, vor allem nach den Angaben von Zondek!, inaktivierte Prolan. 
praparate dar. 


So kochten wir 100 RE. Prolan 2 und 30 Minuten in neutraler Lésung. 
Ein anderes Praparat wurde so hergestellt, daB 100 RE. Prolan in etwa 
2cem Wasser gelést und in einer flachen Schale bei einer Schichtdicke von 
etwa 1mm im Abstand von 10cm der Einwirkung ultravioletten Lichtes 
30 Minuten lang bei konstanter Temperatur ausgesetzt wurden. Ferner 
haben wir 100 RE. Prolan in 10 cem 3°,igen Wasserstoffsuperoxyds, dem 
0,1 cem einer 1 °,,igen Eisenchloridlésung zugesetzt worden waren, 24 Stunden 
stehengelassen. Nach dieser Zeit wurde durch 3 Tropfen Blut das Wasser. 
stoffsuperoxyd entfernt; hierbei zeigte es sich, da®B in der Kontrollésung 
(also prolanfreien Lésung) das Wasserstoffsuperoxyd binnen wenigen Minuten 
ginzlich zerstért war, wahrend in der prolanhaltigen Lésung die Zersetzung 
etwa 1'/, Stunden dauerte. Man kénnte dabei an eine Hemmung der 
Katalase durch Prolan denken. Ubrigens sind diesbeziigliche Versuche 
bereits in Angriff genommen worden. 


Weiter wurde Prolan in 5 ccm n/10 Schwefelsaure gel6st und 5 Minuten 
lang gekocht oder 1 Stunde 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. SchlieBlich wurden 100 RE. Prolan in 30 cem Wasser gelést und 
auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. 


Alle so gewonnenen inaktivierten Prolanpraparate wurden wie 
iiblich auf die Leberhistidase einwirken gelassen. Es geht aus allen 
Versuchen (Tabelle VIII) eindeutig hervor, daB es durch die beschrie- 
benen Eingriffe nicht gelingt, den histidasehemmenden Faktor zu zer- 
stéren. Es hat also den Anschein, als ob durch die vorerwahnten Ver- 
suche wohl die Einwirkung der gonadotropefi Hormone auf das Ovar 
eine EinbuBe erfiihre, nicht aber deren hemmender EinfluB auf die 
Histidase. 

Tabelle VIII. 





Von 50mg Histidin baut ab jeg Leber 








Name, ; eerie n touet ae || 0/y des Abbaues 
ef Geschlecht, loan Zusatz 100 RE. Prolan inaktiviert pS Kontrolle 
Nr. Datum | Todesursache | gusatz von durch | (fiir alle 

siehe (Kon- | 100 RE. Zusitze gleich) 


trolle) | Prolan 2 u. 30’ | Bestrah- Oxy- 


1937 | Tabelle | Nr. normal Kochen | lung | dation 


{| 


1) 3 V. I 13 | 264 | 8,1 8,1 — — 30,7 
2 11. V. I 14 20,7 12,4 12,4 59,8 
3 13. V. I 15 12,2 7,9 7,9 64,7 
4 20.V. I 16 24,7 17,0 17,0 17,0 17,0 68,1 


' Hormone des Ovars und des Hypophysenvorderlappens, 8. 242. 
Julius Springer, 1935. 
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Fencden : Von 50mg Histidin baut ab je lg Leber 

@ dies. ; . se a 100 RE. a 0/) des Abbaues 
1 Datam | ,vescnhiecnt, ohne Weide (ls oe ees der Kontrolle 
denen Ee xy Todesursache | 7Zycatz a ° , fiir alle 

F 4 siehe Kor 4 von Stehen Kochen ' , A ur alle 

irkung (Kon- 100RE. |mit5eem miti5ecm Ein- Zusitze gleich) 
5 4 trolle) Prolan n/10 n/10 engen 

edene 1937  Tabelle | Nr. normal H,SO, > HegS, 

4 . 

-rolar : - = . ‘ ‘ ‘ ‘ 245 
pla.vI.] I | 17] 269) 93 9,3 93 9,3 34,5 
osung, & In einer Arbeit mit Herrmann! konnte festgestellt werden, dab die 
. etwa trichtigen Tiere im Harn kein Histidin ausscheiden. Wir hatten Harne 

cE VO , a . . ° > 

; ‘ " von trachtigen Meerschweinchen, Kaninchen, Katzen, Hunden und 
4ichtes 4 _ . ~ e ams ° 
Ferner Stuten untersucht, in keinem Falle konnte aber Histidin nachgewiesen 
s, dem werden. Dieser auffallende Befund stimmte vollkommen mit der Tat- 
unden JF sache iiberein, daB Zondek und seine Nachpriifer nachweisen konnten, 
iad daB es nur in der menschlichen Graviditait zu einer Uberproduktion an 
Osung 


gonadotropen Hormonen kommt. Eine Ausnahme bilden die menschen- 





inuten ee ; ; 
stzung ihnlichen Affen und vor allem die Stute. Letztere scheidet in den 
g der ersten Zeiten der Graviditat gonadotrope Hormone in groBer Menge aus. 
rsuche Leider konnten wir bisher noch keinen Harn einer friihen Graviditat 
bei der Stute auf Histidin untersuchen. 
nuter ° cue 
a Es lag nun der Gedanke nahe, nachzusehen, ob die Histidase der 
t und Tierlebern ebenfalls durch Prolan in vitro gehemmt wiirde. Die Tabelle IX 
zeigt unsere Versuchsergebnisse, denen zufolge die Tierleberhistidase 
_—s ebenfalls durch Prolan hemmbar erscheint. 
allen 7 
, Tabelle IX. 
chrie- 
1 Zer- Von 50mg Histidin baut ab je g Leber 
& : Datum zee vl Eatoee proce chee sajaclndaci é daipeticidlipebapatians 
Ver- Nr. Tierart ohne Zusatz mit RE. stidin | °/o des Abbaues 
‘ot map mg Histidin - 
1937 mg Histidin Prolan der Kontrolle 
Ovar : 
f die 1 9. VI. Rind 8,4 100 @ 
2 14. VI. ts SY PE: 500 11,8 66,6 
3 16. VI. Kaninchen 39,4 100 25,6 65,0 
Da das gravide Tier zum Unterschied von der menschlichen Gravi- 
ve . s . . *. 
bbaues |  ditat keine Uberproduktion an gonadotropen Hormonen zeigt — fiihrt 
one ja diese, wie Zondek zeigen konnte”, beim traichtigen Tier zum Abortus —, 
leich) kann es auf Grund der Ergebnisse vorliegender Arbeit beim trachtigen 
Tier auch zu keiner Histidinurie kommen, da ja die hemmende Wirkung 
des Prolans auf die Leberhistidase hier wegfiallt. 
“ - er . 
! Da gezeigt werden konnte, daB die Leberhistidase von Tieren 
ebenso wie die menschliche durch Prolan hemmbar ist, steht uns nun 
242. 1 Kapeller-Adler u. Herrmann, Klin. Wochenschr. 18, 1220, 1934. — 


* Hormone des Ovars und des Hypophysenvorderlappens, 8. 310. 





























218 





R. Kapeller-Adler u. G. Boxer. 


der Weg des Tierexperiments offen, mittels welchem wir den Mechaiis. 
mus der Einwirkung gonadotroper Hormone auf die Histidase in vivo 
zu charakterisieren hoffen. Wir erwarten vor allem, daB es uns gliickey 
wird, bei gleichzeitiger Darreichung von Prolan und Histidin beim Tier 
eine Ausscheidung von Histidin im Harn zu erzwingen. 

Die diesbeziiglichen Versuche sind bereits im Gange. 

Zusammenfassung. Ein 

1. Es wurden 20 Lebern von Personen mit verschiedener Todes- 
ursache auf ihre Abbaufahigkeit fiir Histidin in Gegenwart von gona- 
dotropen Hormonen untersucht. Es konnte in allen Fallen eine starke 
Einschrankung der Wirksamkeit der Histidase durch diese Hormone § 
festgestellt werden. Vier aus Gravidenharn selbst hergestellte gona. F(A" 
dotrope Fraktionen lieferten dieselben Ergebnisse. 

2. Ferner konnte festgestellt werden, daB die Wirkung des Prolans 
auf Histidase im Bereiche von 500 bis 50 RE. véllig von der Dosis 
unabhangig ist; von 50 RE. an fallt die Wirkung stark ab, um bei 


20 RE. einen nicht mehr wirksamen Grenzwert zu erreichen. bis 

3. Durch Zentrifugieren des Leberbreies gewonnene, gereinigte me 
Histidasefraktionen wurden der Wirkung des Prolans ausgesetzt. her: 
In sechs von neun Versuchen blieb die hemmende Wirkung des Prolans ola 
auf die Histidase aus, in einem Falle war diese stark vermindert, in lau 
zwei Fallen tibte das Prolan eine Hemmungswirkung aus. Die Deutung spr 
dieser Versuchsergebnisse ist bisher noch nicht gelungen. fluc 

4. Nach verschiedenen Methoden inaktivierte Prolanfraktionen veg 
zeigten in ihrer histidasehemmenden Wirkung keinen Unterschied bie 
gegentiber dem aktiven Prolan. spe 

5. Es wurden aus Graviden- und Nichtgravidenharn analoge fre’ 
Fraktionen nach der Zondekschen Alkoholfaflungsmethode dargestellt rea 
und die gewonnenen Priparate auf Leberhistidase einwirken gelassen. bes 
Die aus Nichtgravidenharn stammenden Fraktionen erwiesen sich als grt 


véllig unwirksam, waihrend die aus Gravidenharn dargestellten sich 
vollkommen gleich den kauflichen gonadotropen Hormonpraparaten 


: Zue 

verhielten. we 

6. Die Histidase von Tierlebern wird ebenfalls durch Prolan flii 

gehemmt. Da aber das trachtige Tier keine Uberproduktion an gonado- bs 

tropen Hormonen aufweist, kann es auch nicht zu einer Hemmung der all 
: Leberhistidase in vivo und somit auch nicht zu einer Histidinurie nu 


kommen. 
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Beitrage zur quantitativen 
fluoreszenz-photometrischen Mikroanalyse’. 


I. Mitteilung: 


Ein neues Fluoreszenzphotometer zur Messung der durch sichtbares Licht 
erregten Fluoreszenz (mit Zusatzgeriit fiir ultraviolettes Licht). 


Von 
Harald Minibeck. 
(Aus der II. medizinischen Abteilung des Krankenhauses Wieden, Wien.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Quantitative Messungen von Fluoreszenzerscheinungen neben den 
bisher gelaufigen kolorimetrischen und mafanalytischen Verfahren fiir 
medizinische, biochemische, pharmakologische und technische Zwecke 
heranzuziehen, diirften ein standig steigendes Interesse erwecken. Wir 
glauben, daB es gelingen wird, diese Methoden zu einer allgemein ge- 
laufigen Verwendung zu bringen. Dies setzt voraus, dal} eine ent- 
sprechende praktische Apparatur zur Verfiigung steht und daB die 
fluoreszenz-photometrischen Methoden, welche ausgearbeitet werden, 
vegeniiber den bereits eingefiihrten sonstigen Mefmethoden Vorteile 
bieten. Die quantitative Bestimmung biologisch wichtiger Kérper mul 
speziell fiir klinische Zwecke eine einfache, dabei aber méglichst fehler- 
freie sein. Wir haben uns daher mit dem Studium bekannter Fluoreszenz- 
reaktionen fiir die quantitative Bestimmung biologisch wichtiger Stoffe 
beschaftigt und bald erkannt, daB& der Fluoreszenz-Photometrie eine 
groke praktische Verwendbarkeit zukommen kénnte. 

So hat z. B. die Fluoreszenz der Porphyrine, welche von Hoppe-Seyler 
zuerst entdeckt wurde, zur Ausarbeitung von Methoden AnlaB gegeben, 
welche den quantitativen Nachweis im Harn, Blut und anderen Korper- 
fliissigkeiten gestatten. Unabhangig voneinander wurde eine solche Methode 
von R. Fickentscher, ferner von Hymans van den Bergh, W.Grotepass und 
F. E, Revers und von K. Franke ausgearbeitet. Die Bestimmung erfolgt bei 
allen diesen Methoden mit Hilfe des ultravioletten Lichtes, da die Porphyrine 
nur im ultravioletten Licht leuchten. Diese Bestimmung wurde in den 
letzten Jahren mit Hilfe einer Quarzlampe als Lichtquelle und mit Hilfe 


von Photometern verschiedener Konstruktion ausgefiihrt. Derartige An- 
ordnungen wurden von M. Haitinger, Eisenbrand, ferner von Plotnikow 


! Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. 
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und anderen angegeben. Als Zusatzgerit zum Stufenphotometer 1 .¢/ 
Pulfrich wird eine Konstruktion verwendet, welche die bei ultravioleti or, 
Licht auftretende Fluoreszenz zu messen gestattet. Einen alteren derart vey 
und einfacheren Komparator stellt der von Adler angegebene Kasten (ar, 
welcher ebenso wie die von M. Royer beschriebene Anordnung eine quanti 
tative Schaitzung der Fluoreszenzintensitaét erlaubt. Ohne jede Apparatus 
kann man mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe die Fluoreszenzintensit;i 
schatzen, indem man Standard und zu untersuchende Probe solange ver 
diinnt, bis die Fluoreszenz verschwindet. 

Einen neuen Apparat zur Messung der Fluoreszenzintensitit 
muBten wir konstruieren, nachdem wir uns tiberzeugen konnten, caf} 
die uns bisher bekannten Gerate wie z. B. das Zusatzgerat zum Stufen. 
photometer nach Pulfrich infolge der Verwendung von ultraviolettem 
Licht die Erzeugung einer Reihe von Fluoreszenzreaktionen nicht ge- 
stattet oder durch das Mitfluoreszieren anderer Stoffe eine spezifische 
Bestimmung verhindert. Die Abhangigkeit der Fluoreszenz von der 
Lichtquelle erkannten wir zum ersten Male, als wir die Bestimmung 
der Gallensiuren mit Hilfe der Fluoreszenz zu einer quantitativen 
Methode ausarbeiten wollten. Mit dem ultravioletten Licht konnte 
die charakteristische griine Fluoreszenz, welche beim Zusatz von 
konzentrierter Schwefelsiure zu Gallensdéuren entsteht, nicht erzeugt 
werden, sie tritt nur bei sichtbarem Licht auf. Wir waren daher ge. 
nétigt, die Fluoreszenzerscheinungen bei sichtbarem Licht zu studieren 
Die Hauptschwierigkeit einer Flnoreszenzanalyse bei diesem Licht 
liegt in der Ausschaltung des erregenden Lichtstrahles. Das sekundiir 
gestrahlte Fluoreszenzlicht muB streng von dem einfallenden sichtbaren 
Licht getrennt werden, um eine quantitative Bestimmung zu erméglichen. 
Nachdem uns dies gelungen war, konnten wir durch eine entsprechende 
Lichtabschwachung Fluoreszenzerscheinungen, die nicht durch ultra- 
violettes Licht erregt werden, beobachten und messen. Durch Aus. 
wechseln der Lichtquelle gegen eine kleine Quarzlampe, wie im folgenden 
beschrieben, kénnen wir aber auch mit der neuen Apparatur die Flu- 
oreszenzerscheinungen bei ultraviolettem Licht, wie sie z. B. den Por- 
phyrinen eigentiimlich sind, quantitativ erfassen. 


Beschreibung des Apparates. 


Das neue Instrument (Abb. 1) ist nach dem Prinzip eines Graukeil- 
photometers konstruiert. Einfallender Lichtstrahl und ausfallende 
sekundire Fluoreszenzstrahlung werden im rechten Winkel zueinander 
gelenkt. Als erregende Lichtquelle dient fiir die Analyse der durch 
sichtbares Licht erregten Fluoreszenz eine gewohnliche elektrische 
Lampe. An deren Stelle tritt eine kleine Quarzlampe als Zusatzgerit 
bei quantitativer Bestimmung von Koérpern wie die Porphyrine, dic 
nur bei ultraviolettem Licht fluoreszieren. 
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Das Instrument! besitzt etwa die GrédBe eines gebrauchlichen 
Misroskops, ist leicht transportierbar und an die Lichtleitung an- 
schlieBbar. Lichtquelle, Einstellvorrichtung und Tubus werden von 
einem Stativ getragen. Wie bereits erwahnt, dient eine elektrische 
Birne von Stabform als Lichtquelle, die von einem Zylinder umgeben 
ist. Aus dem Zylinder fallt das Licht durch zwei Schlitze in zwei 
symmetrisch angeordnete BlechgefaBe, in denen sich je eine Kiivette 
mit flachem Boden befindet. Eine dieser Kiivetten wird mit dem Stan- 





Abb. 1. ,,Fluoroquant*’. 


dard angefiillt, die andere mit der Probe. Das durch die Schlitze ein- 
fallende Licht erregt die Fluoreszenz. Das im rechten Winkel zum 
erregenden Lichtstrahl austretende Fluoreszenzlicht wird durch ein 
Spiegelsystem so zusammen flektiert, da die vom Standard und von 
der Probe ausgesandten Strahlen parallel ins Auge fallen. Dieses Flu- 
oreszenzlicht kann durch verschiebbare Graukeile sowohl auf der Seite 
des Standards wie auch auf der Seite der Probe auf gleiche Licht- 
intensitat gebracht werden. Die Graukeile sind in einem mit Zahn- 
iibersetzung beweglichen Rahmen eingefaBt, der durch die in der Abbil- 
dung sichtbaren Drehknépfe bewegt werden kann. Beide Graukeile 
sind isoliert verschiebbar und tragen einen Zeiger, der sich vor einer 
Skala bewegt. Nach Durchtritt des Fluoreszenzlichtes durch die Grau- 


' Konstruktion durch das Patent Nr. 150433 geschiitzt. Der Apparat 
wird unter dem Namen ,,Fluoroquant** von der Firma F. Reiner u. Co., 
Wien IX, Pelikangasse 6 erzeugt. 


Biochemische Zeitschrift Band 293. 15 
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keile werden die Strahlengange von Seite des Standards und von Seite « er 
Probe durch ein Prisma so nahe aneinander gebracht, daB zwei Felder 
durch einen Mittelstrich getrennt in Erscheinung treten. Mit Hilfe ces 
Tubus, der ausziehbar ist und in welchem sich zwei Blenden befinden. 
wird ein scharf begrenztes Gesichtsfeld erreicht. Durch entsprechendes 
Kinschieben oder Ausziehen des Tubus kann fiir jedes Auge die gréjit- 
mégliche Sehscharfe erzielt werden. 


Zur weiteren Ausgestaltung und Vervollkommnung wurden Vor. 
richtungen geschaffen, welche das praktische Arbeiten unterstiitzen, 





Abb. 2. ,Fluoroquant* mit Ultraviolettlicht-Zusatzgerat. 


In‘den Tubus kann ein Glasfilter von bestimmter Farbe eingeschaltet 
werden, welches leichte Farbdifferenzen zwischen dem Fluoreszenzlicht 
des Standards und der Probe behebt, indem es aus beiden Strahlen- 
biindeln Licht von gleicher Farbe herausfiltert. In den Tubus ist des 
weiteren eine verschiebbare Blende eingebaut, die eine Verkleinerung 
des Gesichtsfeldes gestattet und damit das Arbeiten mit kleinsten 
Fliissigkeitsmengen (bis zu 2 bis 3 ccm) erméglicht. Normalerweise 
werden fiir Standard und Probe je 6 bis 8 ccm Fliissigkeit bendétigt. 
SchlieBlich ist es méglich, zwischen elektrischer Lampe und Probe oder 
Standard ein ultraviolettabsorbierendes Filter einzuschalten.  Fiir 
praktische Zwecke kann die im elektrischen Licht vorhandene sparliche 
Ultraviolettstrahlung vernachlassigt werden, da sie nach unseren 
Versuchen viel zu schwach ist, um einen Fehler bei der Messung der 
durch sichtbares Licht erregten Fluoreszenz zu erzeugen. Dies wurde 
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durch Vorversuche mit Porphyrinlésungen, welche nur im_ ultra- 
violetten Licht aufleuchten, nachgewiesen. Wir konnten namlich fest- 
stellen, daB derartige L6sungen keine merkliche Fluoreszenz bei gewéhn- 
lichem elektrischen Licht zeigen, sowohl ohne als auch mit dem er- 
wahnten Filter. 

Das Zusatzgerat fiir die Fluoreszenzuntersuchungen im_ ultra- 
violetten Licht hat die aus der Abb. 2 ersichtliche Konstruktion. Es 
wird vor allem fiir die Bestimmung der Porphyrine, wie sie sich weit- 
vehend eingebiirgert hat, verwendet. Wir konnten derartige Bestim- 
mungen mit unserem Instrument bereits mit gutem Erfolg ausfiihren. 
An Stelle der elektrischen Glihbirne tritt eine kleine Quarzlampe, 
welche unter dem Namen ,,Perihel-Lampe in den Handel kommt 
und die Dimensionen einer elektrischen Birne besitzt. Diese Quarz- 
lampe kann mit einigen Handgriffen in der aus der Abbildung ersicht- 
lichen Weise angeschaltet werden. Der Strahlengang des ultravioletten 
Lichtes ist der gleiche wie bei der elektrischen Gliihbirne. Diese Quarz- 
lampe stellt infolge ihrer Handlichkeit einen Fortschritt gegeniiber 
den gebrauchlichen groBen Instrumenten dar. Der Strom wird unter 
Zwischenschaltung eines Transformators von der Lichtleitung geliefert. 
Fiir das praktische Arbeiten ist die Quarzlampe von einem Blech- 
zvlinder umgeben, so daB kein ultraviolettes Licht das Auge des Unter- 
suchers treffen kann. 


Handhabung des Apparates. 

Wir haben uns fiir die Verwendung des Apparates einen einfachen 
Arbeitsvorgang ausgearbeitet, der eine gewisse Ahnlichkeit mit den 
vebrauchlichen kolorimetrischen Verfahren hat und keiner besonderen 
Schulung bedarf. In den zwei friiher beschriebenen Kiivettenhaltern 
befindet sich je eine Kiivette mit flachem Boden, die halbseitig ge- 
schwarzt ist. Die Kiivetten werden so eingestellt, das} der Rand der 
veschwarzten Seite mit einer an den Kiivettenhaltern angebrachten 
Marke iibereinstimmt. In einheitlicher Weise haben wir stets rechts den 
fluoreszierenden Standard und links die zu untersuchende Probe ein- 
gegossen, wobei die letztere etwas schwacher fluoreszieren soll als der 
Standard. Die Einstellvorrichtungen der Graukeile werden beiderseits 
so verschoben, daB die mit ihnen verbundenen Zeiger auf der Skala 
bei Teilstrich 20 eingestellt werden. Durch den Tubus sieht man diese 
Fluoreszenzen als griine Felder in einem Gesichtsfeld wie bei einem 
Kolorimeter. Die verschiedene Intensitaét der Fluoreszenz  beider 
Proben wird durch Veranderung der Stellung der Graukeile vor dem 
Standard, der starker fluoreszieren soll, auf gleiche Intensitat gebracht 
und die neue Zeigerstellung an der Skala auf der Seite des Standards 
abgelesen. 
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Zwecks einfacher Berechnung der Fluoreszenzintensitat der 7) 
untersuchenden Probe bzw. des unbekannten Gehalts an fluoreszieren: ey 
Substanz haben wir den Apparat derart geeicht, daB fiir die von uns \er- 
wendeten fluorometrischen Mikromethoden das MeBbereich der Standard. 
lésungen so gewahlt wurde, daB ein Zeigerabstand zwischen Probe und 
Standard von Skalenteilstrich 20 zu 10 einen Abfall der Konzentration 
der Probe gegeniiber dem Standard um die Halfte anzeigt. Auf diese 
Weise gelingt es direkt bei allen Methoden den genauen Wert mit Hilfe 
der zwischen 20 und 10 gelegenen Teilstriche zu ermitteln. Alle von 
uns ausgearbeiteten und in Balde mitzuteilenden Methoden wurden mit 
solchen Standardlésungen versehen, deren Mebbereich einen unserer 
Skala entsprechenden Abfall der Fluoreszenzintensitét zeigt. Der 
Gehalt der zu untersuchenden Probe ergibt sich dann mit unserem In. 
strument durch direkte Ablesung der Zeigerstellung von Standard 
und Probe. Es verhalt sich Standardzeigerstand zu Probezeigerstand 
wie Prozentgehalt des Standards zu Prozentgehalt der Probe. Dieses 
einfache Verfahren gestattet eine der gebrauchlichen Berechnung bei 
der Kolorimetrie ahnliche Bestimmung der Werte bei fluoreszenz- 
photometrischen Mikromethoden. Als sehr praktisch haben sich uns 
auf dieser Basis berechnete Tabellen erwiesen, welche direkt fiir jede 
Methode die den Skalenteilstrichen entsprechenden Werte anzeigen. 
Sowohl in reinen Lésungen wie auch in Zusatzversuchen konnten wir 
uns tiberzeugen, dab es in jedem einzelnen Falle gelingt, die theoretisch 
berechneten Mengen wieder zu finden. 


SchlieBlich sei bei der Handhabung des Apparats auf eine Voraus 
setzung der einwandfreien fluoreszenz-photometrischen Bestimmung hin 
gewiesen. Bevor an die serienmaéBigen Analysen herangetreten werden kann, 
ist es notwendig, die Lichtquelle, sowohl die elektrische wie auch die Quarz- 
lampe, so zu zentrieren, daB Gleichheit der Fluoreszenzintensitat bei beider- 
seitiger gleicher Zeigerstellung besteht. Zu diesem Zwecke dienen bei det 
elektrischen Gliihbirne zwei Stellschrauben, welche die Birne so fixieren, 
daB durch den Tubus gesehen, Lésungen von gleichem Gehalt an fluores- 
zierender Substanz gleich fluoreszieren. Ist dies nicht der Fall, muB die 
Stellschraube verschoben werden, bis Gleichheit eintritt. Bei der Be- 
trachtung im ultravioletten Licht ist fiir dieselbe Zentrierung die Quarzlampe 
schwenk- und fixierbar eingebaut. Erst dann ist der Apparat gebrauchs 
fahig. Diese Einstellung der Lichtquelle kann ein fiir allemal beibehalten 
werden, muB aber von Zeit zu Zeit kontrolliert werden. 


Die Ablesung erfolgt zweckmaBig als Mittel aus fiinf Einzel- 
ablesungen, um eine méglichst groBe Genauigkeit zu erreichen. Wic 
beim Kolorimeter gelingt es bei entsprechender Einarbeitung weit- 
gehend, Fehler zu vermeiden und Helligkeitsunterschiede leicht zu 
erkennen. Die Genauigkeit der Bestimmung mit Hilfe unseres Flu- 


oreszenzphotometers ist eine recht betrachtliche, die gefundenen Werte 
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weichen gegeniiber den theoretisch berechneten héchstens um etwa 


2 bis 3°, ab. Auch die praktisch erprobten fluoreszenz-photo- 
metrischen Mikromethoden weisen gegeniiber den anderen Mefimethoden 
eine befriedigende Genauigkeit auf, so daB sich der von uns konstruierte 
Apparat sehr bewahrt hat. 


Verwendbarkeit des Apparates. 


Die Beriicksichtigung der Lichtquelle fiir die Erregung der Flu- 
oreszenz und fiir die Spezifitaét der fluoreszenz-photometrischen Me- 
thoden spielt nach unseren Beobachtungen eine ausschlaggebende Rolle. 
Es gibt: 1. Fluoreszenzerscheinungen, die nur bei sichtbarem Lichte auf- 
treten, 2. Fluoreszenzerscheinungen, die nur durch ultraviolettes Licht 
erregt werden und 3. Fluoreszenzerscheinungen, die bei sichtbarem und 
ultraviolettem Licht erregbar sind. Auch diese letzteren werden vorteil- 
hafterweise nur mit sichtbarem Licht erzeugt, da hierbei eine grobe 
Spezifitat erreicht wird. Bei sichtbarem Licht fluoresziert beispielsweise 
die Schlesingersche Reaktion auf Urobilin schén griin: andere im ultra- 
violettem Licht auftretende Fluoreszenzen von gleicher griiner Farbe 
fallen durch die Verwendung des sichtbaren Lichtes weg oder sind nur 
in Spuren vorhanden. Mit der Quarzlampe bekommt man daher fiir 
das Urobilin ganz falsche Resultate, wie dies spektrophotometrisch von 
Heilmeyer und Ohlig bereits nachgewiesen wurde. Hier liegt der Fort- 
schritt unseres neuen Apparates, der einen wesentlichen Fehler der nur 
mit der Quarzlampe arbeitenden Instrumente vermeidet. 


Wir haben daher bereits seit einem Jahre die Fluoreszenzerregung 
durch sichtbares Licht fiir mikrochemische Bestimmungen  heran- 
gezogen und daneben auch die Fluoreszenzerzeugung durch ultra- 
violettes Licht in Verwendung genommen. 


So wurde mit Hilfe der Fluoreszenzreaktion, welche Gallensaiuren 
mit konzentrierter Schwefelsiure geben, eine quantitative Gallensaure- 
bestimmung fiir den Harn ausgearbeitet, die auch fiir Serum und andere 
Kérperfliissigkeiten und Organe anwendbar sein wird. Diese Be- 
stimmung kann nur, wie bereits erwahnt, mit Hilfe der durch sichtbares 
Licht erregten Fluoreszenz erfolgen. Ebenso gelingt es, in Anlehnung 
an eine von M. Royer zur Schatzung des Urobilins im Harn angegebene 
Methode, das Urobilin mit Hilfe der Schlesingerschen Fluoreszenz- 
reaktion in wirklich einfacher Weise quantitativ zu erfassen. Auch 
hier muB mit Fluoreszenzerregung durch sichtbares Licht gearbeitet 
werden, worauf wir bereits friiher hingewiesen haben, da mit der Quarz- 
lampe andere Substanzen weitgehend mitbestimmt werden und falsche 
Ergebnisse entstehen. Die dem B,-Vitamin als Flavinfarbstoff eigen- 
tiimliche griine Fluoreszenz gestattet seine Bestimmung  mittels 
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Fluoreszenzerregung bei sichtbarem Licht in spezifischer Weise. | or- 


artige Bestimmungen in Frauenmilch, Harn, Blut und Organen wur: ey bi 
von uns ausgefiihrt. Auch eine Bestimmung des Cholesterins im Serum aul 
mit Hilfe der griinen Fluorestenz, welche bei der Salkowski-Reaktion 

auftritt, diirfte von praktischer Bedeutung werden. Um Acetessigsiure 

nach H. Kaiser, B. Wetzel und L. Féll zu bestimmen, wird diese in JR pu 
Methylumbelliferon iibergefiihrt. Dieses kann fluoreszenz-photometrich [ S. 
bestimmt werden. Andere Stoffe, wie Chinin, Fluorescein usw., sind JB s¢/ 
gleichfalls der fluoreszenz-photometrischen Bestimmung zugiinglich. JE Me 
SchlieBlich ist auch die Bestimmung der Porphyrine mittels ihrer FP?” 
sch6nen roten Fluoreszenz in einfacher Weise durchfiihrbar. Die er- ee 
wahnten Methoden haben wir zum _ gréBten Teil schon in Ver- = 
wendung, zum Teil werden sie fiir unseren Apparat erprobt und aus. 19: 
gearbeitet. Die einzeinen  Arbeitsvorschriften werden fortlaufend ” 
mitgeteilt werden. Pa 


Wesentliche Vorteile der fluoreszenz-photometrischen Methoden, 
die mit unserem Apparat ausfiihrbar sind, liegen in der auBerordentlich 
geringen Konzentration, bei der die zu untersuchenden Stoffe noch 
kraftige Fluoreszenz zeigen, ferner in der hohen Spezifitat, welche bei 
der durch sichtbares Licht erregten Fluoreszenz, z. B. fiir das Urobilin. 
erreicht wird. Auch kénnen bisher einer einfachen Bestimmung nicht 
zugangliche Kérper, wie die Gallensauren, fluoreszenz-photometrisch in 
fiir Serienversuche geeigneter Weise erfaBt werden. Weiter werden 
bisher nicht verwendete Fluoreszenzreaktionen in einfacher Weise wie 
die kolorimetrischen Verfahren zu Bestimmungsmethoden ausgearbeitet, 
wozu unser Instrument mittels seiner Fluoreszenzerregung durch 
sichtbares Licht neue Méglichkeiten eréffent. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird ein neues MeBinstrument fiir fluoreszenz-photometrische 
. Bestimmungen mit Hilfe der durch sichtbares Licht erregten Fluoreszenz- 
erscheinungen beschrieben. 
2. Kin Zusatzgerat zu diesem Fluoreszenzphotometer gestattet mit 
Hilfe einer Quarzlampe von der GréBe einer normalen elektrischen 
Birne auch Analysen im ultravioletten Licht in einfacher Weise aus. 
zufiihren. 


3. Auf die Bedeutung der Lichtquelle bei unserem Instrument fiir 
Anwendbarkeit und Spezifitat fluoreszenz-photometrischer Mikro- 
methoden wird hingewiesen. Es konnten betrachtliche Fortschritte 
gegeniiber den nur mit Quarzlampen oder Bogenlampen arbeitenden 
Instrumenten erzielt werden. 
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4. Es wird auf die Méglichkeit der Bestimmung einer Reihe von 


biclogisch wichtigen Stoffen mit fluoreszenz-photometrischen Methoden 
aufmerksam gemacht. 
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Die photometrische Bestimmung der Peroxydase und Phenol: se, 
Von L. Barta. 
(Aus der kéniglich-ungarischen Tabakversuchsstation, Pallag.) 
(Eingegangen am 31, Juli 1937.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Zur Bestimmung der Aktivitaét von Peroxydasen und Phenolasen! 
verschiedenen Ursprungs ist die Bildung von Purpurogallin aus Pyro. 
gallol und H,O, (Peroxydase) bzw. aus Pyrogallol allein (Phenolase) 
vorteilhaft anwendbar. 


Zur Bestimmung der Peroxydase- bzw. Phenolasewirkung wurde 
besonders friiher -— oft die Methode von Bach und Chodat angewendet, bei 
der das nach einer gewissen Zeit ausgeschiedene Purpurogallin abfiltriert, 
mit Wasser gewaschen und gravimetrisch bestimmt wird (1). Dies ist nur 
dann méglich, wenn die Menge des entstandenen Purpurogallins auf der 
analytischen Waage gut wagbar ist. -- Im Falle geringerer Menge von 
Purpurogallin wird so verfahren, daB man das ausgeschiedene Purpurogallin 
abfiltriert, mit Wasser auswascht und den Niederschlag, in konzentrierter 
Schwefelsiure gelést, nach Verdiinnung mit Wasser hei’ mit Kalium. 
permanganat titriert (2). 

Wenn die Aktivitaét der Enzyme sehr gering ist, muB man das Gemisch 
oft lange Zeit stehen lassen, wobei haufig neben Purpurogallin, wahr- 
scheinlich ebenfalls infolge Enzymwirkung, auch andere organische Stoffe 
als Niederschlag ausgeschieden und mit dem Purpurogallin sowohl bei der gra- 
vimetrischen als auch bei der titrimetrischen Bestimmung mit erfaBt werden. 
Besonders wenn die Menge des Purpurogallins gering ist, kann diese Fehler- 
quelle erheblich sein. Auch ist es, namentlich bei der Untersuchung von 
Ausziigen mit geringer Enzymaktivitat, unbequem, da zur vélligen Ab- 
scheidung des Purpurogallins lingere Zeit (24 Stunden und noch mehr) 
erforderlich ist. Wenn dagegen das Purpurogallin aus der Lésung mit einem 
organischen L6ésungsmittel ausgeschiittelt wird, ké6nnen selbst bei minimaler 
Enzymaktivitat in kurzer Zeit (5 bis 60 Minuten) gut meBbare Purpurogallin- 
mengen erhalten werden. 

Willstdtter (3) bestimmt die Peroxydase in der Weise, daB er das enzym- 
haltige Material mit einer Lésung zusammenbringt, die in 2 Liter Wasser 5 g 
Pyrogallol und 50 mg H,O, enthalt, die Reaktion nach 5 Minuten durch 
Zugabe von Schwefelsiure unterbricht und das entstandene Purpurogallin 
mit Ather ausschiittelt. Die Farbe der atherischen Lésung wird im Kolori- 
meter mit einer atherischen Purpurogallinl6sung von bekannter Konzen- 
tration verglichen. Die Standardlésung ist sehr bestandig, unbequem ist 
nur die Anwendung von Ather, da durch Verdunsten mit der Zeit Ver- 
anderungen der Konzentration eintreten kénnen?. 


' Phenolase, Oxydase, Polyphenoloxydase bzw. Laccase sind identische 
Ausdriicke, deren jeder die Fahigkeit irgendeines pflanzlichen oder tierischen 
Extrakts bedeutet, ohne H,O,, z. B. aus Pyrogallol Purpurogallin darzustellen. 

- ? Zur Vermeidung dieses Fehlers verwenden Bansi und Ucko (Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 157, 192, 1926) anstatt der atherischen Purpurogallinstan- 
dardlésung wiasserige Chromsaurelésung; Dorfmiiller (Zeitschr. f. Zucker- 
industrie 73, 316, 1923) Ammoniumpikratlésung; Kuhn (Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 201, 255, 1931) alkalische Methylrotlésung. 
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Die Verwendung der bei kolorimetrischen Bestimmungen _not- 
wendigen Standardlésung bei Geb.auch eines Photometers ist aus 
verschiedenen Griinden vorteilhaft, und man ist daher bemiiht, 
die kolorimetrischen Methoden durch photometrische zu_ ersetzen. 
Das bietet auBerdem den Vorteil, daB viel kleinere Mengen bestimmt 
werden kénnen, und zwar auch bei Stoffen von solcher Farbe, bei 
welchen das Auge kleinere Differenzen der Konzentration schwer 
wahrnimmt (z. B. die gelbe Farbe). Die beim photometrischen Ver- 
fahren tibliche Ermittlung von Eatinktionskurven erméglicht ferner 
die Bestimmung auch in den 
Fillen, in welchen die Far- 
bung nicht dem Beerschen 
Gesetz folgt. 

Zur Bestimmung des 
durch die Enzymwirkung ent- 
standenen, mit Ather ausge- 
schiittelten Purpurogallins er- 
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schien das Lange-Rothsche Aurpurogaliin 
lichtelektrische | Photometer Abb. 1. 

sehr geeignet. Die atherische 

Purpurogallinlésung zeigt die gréte Absorption bei Anwendung des 
blauen Farbenfilters (425 uu), sodas die Anwendung des blauen Farben- 


filters am zweckmaBigsten erschien. Schon die ersten Messungen wiesen 
darauf hin, daB die Farbe des Purpurogallins im Falle der Anwendung 
des erwahnten Farbenfilters nicht dem Beerschen Gesetz folgt, dab 
also die aus der Absorption von Lésungen verschiedener Konzentration 
erbaltenen Extinktionskoeffizienten nicht in einer Geraden liegen. 
Zur Aufstellung einer Extinktionskurve wurde daher wie folgt ver- 
fahren: Aus reinem Pyrogallol wurde mittels Meerrettichperoxydase 
eine gréBere Menge Purpurogallin dargestellt und aus Alkohol und 
Ather mehrmals umkristallisiert. Aus den unter dem Mikroskop voll- 
kommen homogenen nadelférmigen Kristallen bereitete ich eine Ur- 
lésung, hierauf aus dieser durch Verdiinnung mit Ather Purpurogallin- 
lésungen verschiedener Konzentration und bestimmte im Lange-Roth- 
schen Photometer in einer 10-mm-Kiivette die jeweilige GréBe des 
Extinktionskoeffizienten. Die in dieser Weise auf Grund mehrerer Be- 
stimmungen erhaltene Extinktionskurve ist in Abb. 1 wiedergegeben. 
Die angegebenen Purpurogallinwerte (in y) beziehen sich auf ein Volumen 
von 1 cem. 

Um die Brauchbarkeit der Kurve zu priifen, wurden in 50-ccm- 
MeBkolben verschiedene Mengen Purpurogallin abgewogen und die 
GréBe des Extinktionskoeffizienten bestimmt. Der aus der Kurve 
abgelesene Purpurogallinwert mit 50 multipliziert, weicht von der 
angewandten Purpurogallinmenge um maximal 3° ab. 
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L. Barta. 





Purpurogallin, mg Purpurogallin, mg 
gemessen gefunden gemessen gefunden 
0,42 ),425 2,30 2,30 
0,95 0,95 3,30 3,20 

1,47 1,50 





Geringe, beim Ausschiitteln des Purpurogallins mit Ather entstehende 
Triibungen, deren Ursache im Ather emulgierte geringe Mengen Wasse: 
bilden, kann man leicht durch Zugabe kleiner Mengen Alkohol (zu 50 cer 
Ather etwa 1 bis 2 cem Alkohol) zum Verschwinden bringen. Um zu priifen, 

e ob die Anwesenheit einer so geringen Menge Alkohol die Farbe der atherischer 
Lésung beeinfluBt, habe ich eine Reihe von Bestimmungen ausgefiihrt, in 
welchen ich dieselben Mengen Purpurogallin in verschiedenen Ather-Alkohol- 
gemischen aufléste und die GréBe Ces Extinktionskoeffizienten bestimmte. 
Das Ergebnis war folgendes: 





Ather Alkohol Extinktions- Ather Alkohol Extinktions- 
0 


0/, 0}, koeffizient 0}, . koeffizient 


100 . 0,189 60 40 0,200 


~ 


80 20 0,192 40 60 0,220 


Das in Alkohol geléste Purpurogallin hat also zweifellos eine andere 
Farbe; doch kommt noch bei Zugabe von 20°, Alkohol eine so minimale 
Verschiebung zustande, daB sie den Fehler der Bestimmung kaum iiber- 
schreitet. Die erwihnte Zugabe von 2 bis 4°, Alkohol ist also praktisch 
ohne Bedeutung. 
Um das Purpurogallin in Enzymversuchen zu bestimmen, mui 
4 darauf geachtet werden, das Enzym moglichst kurze Zeit wirken zu 
lassen, damit wahrend dieser Zeit kein Niederschlag entsteht, denn in 
diesem Falle wird die Ausschiittelung mit Ather schwierig. Langere 
Zeit gestandenes und kristallinisch gewordenes Purpurogallin lést sich 
fast gar nicht in Ather. ’ 

‘Nach Ablauf der Versuchszeit ist es zweckmaBig, die Enzym 
reaktion mit verdiinnter Schwefelsiure zu hemmen (zu 20 cem Lésung 
werden 100 ccm 0,5 °%ige Schwefelsiure gegeben). 

Das Ausschiitteln gelingt in den meisten Fallen mit dreimal 15 ecm 

Ather. Die atherischen Ausziige werden in MeSkolben von 50 ccm ge- 

sammelt und — falls notwendig — nach Zugabe von 1 bis 2 ccm Alkohol 

mit reinem Ather bis zur Marke aufgefiillt, kraftig umgeschiittelt und 

i in einer 10-mm-Kiivette unter Anwendung eines blauen Farbenfilters 
photometriert. 

Literatur. 

1) R. Chodat, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 3, 55, 1910; A. Bach, 

Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 47, 2125, 1914. — 2) A. Smirnow, diese Zeitschr. 

155, 1, 1925. — 3) R. Willstdtter, Untersuchungen iiber Enzyme. Berlin 1928. 
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Enzymatische Umsetzungen durch Fusarium lini Bolley 
und Fusarium oxysporum". 
III. Mitteilung: 
15. Mitteilung zum Mechanismus der Enzymwirkung'. 
Von 
F. F. Nord, H. Hofstetter und Else Dammann. 


Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin. 
ye 
(Eingegangen am 6. August 1937.) 


Mit 14 Abbildungen im Text. 


In den bisherigen Arbeiten dieser Reihe konnten wir feststellen, 
daB Fusarium lini Bolley (FIB.) neben Zymasen und Phosphatasen auch 
Dehydrasen enthalt. Es vergairt und phosphoryliert Pentosen und 
Hexosen, ohne daB dieser Vorgang bei der Dissimilation einen zwangs- 
laufigen einleitenden Charakter besiBe. Wir stellten weiterhin fest, 
daB der enzymatische Angriff auf Polyvinylalkohol (PV.) durch FIB. 
so erfolgt, daB dabei keine kleineren PV.-Spaltstiicke entstehen?. 

Die Untersuchungen waren nunmehr in drei Richtungen zu er- 
weitern: 1. Es muBte durch Heranziehung eines verwandten Erregers 
wir wahlten dafiir das Fusarium oxysporum (Fox.), dessen Enzym- 
system demjenigen des FIB. ahnliche Umsetzungen erwarten lie}* 
der Nachweis erbracht werden, daB die bisherigen Beobachtungen bei 
lebenden Zellsystemen reproduzierbar sind. 2. Es war die Anwesenheit 
organischer P-Donatoren in der Zelle festzustellen* und 3. deren Rolle 
im Bereich der zymatischen Umsetzungen und Dehydrierungen der 
lebenden Zelle durch ihre zusatzliche Einfiihrung in das Nahrmedium 
zu untersuchen. 

Apparate und Verfahren. 


AuBer dem bisher verwendeten Stamm FIB. aus der Biologischen 
Reichsanstalt Berlin-Dahlem stand uns ein Stamm Fox. Nr. 3221 (aus 
der Tiirkei) zur Verfiigung, fiir dessen bereitwillige Uberlassung bzw. 
Priifung auf Pathogenitat wir Herrn Oberregierungsrat Wollenweber zu 
groBem Dank verpflichtet sind. 

* Vorl. Mitt.: Naturwiss. 25, 2, 1937. — | 14. Mitteilung: O. T. Rotini, 
E. Dammann u. F.F. Nord, diese Zeitschr. 288, 414, 1936. —- ? E. Dam- 
mann, F. E. M. Lange, M. A. Bredig u. F. F. Nord, ebenda 288, 421, 
1936. —- 3 A. K. Anderson, E. L. Everitt u. P. A. Adams, J. agr. Res. 
46, 473, 1933: vgl. auch Wollenweber u. Reinking, Die Fusarien, 8. 117, 
Berlin 1935. — 4 Vgl. F. F. Nord, E. Dammann u. H. Hofstetter, diese 
Zeitschr. 285, 269, 1936. 








F. F. Nord, H. Hofstetter u. E. Dammann: 


Bei der Verwendung groBer Erregermengen, wie wir sie zur Dur: ). 
fiihrung der Zellinhaltsbestimmungen brauchten, waren wir  bisher 


Abb. 1. 


insofern behindert, als uns nur die iiblichen Fernbach-Kolben zur 
Verfiigung standen, die auch bei groBer Anzahl und guter Ernte nur 
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wenige Gramm Zelltrockensubstanz lieferten. Um die nétigen Mengen 
der Erreger schnell beschaffen zu kénnen, haben wir uns einen ,,Sterilin- 
kubator“’ konstruiert, der die Aufarbeitung von ungefahr 50 Liter 
Nihrlésung erméglicht und Ernten von 100 bis 150 g lufttrocken 
lieferte. Dieser Schrank wird aus Aluminium bis zu sieben Etagen 
gebaut!, in denen je zwei Schalen aus Jenaer Glas mit einem Fassungs- 
vermégen von je etwa 3,5 Liter untergebracht sind. Er ist ausgeriistet 
mit einem elektrisch geheizten Dampfentwickler (vgl. Abb. 1, oben) 
und steht durch an der Ober- und Unterseite angebrachte elektrisch 
veheizte Metalltiirme mit der AuBenluft in Verbindung, so da eine 
Luftumwalzung ohne Gefahr einer Infektion erfolgen kann. Das Impfen 
der Nahrlésung erfolgt durch den entsprechenden Etagentubus, der 
durch eine mit Watte gefiillte Kappe verschlossen ist. Dariiber hinaus 
ist der Apparat mit den Vorrichtungen eines Brutschrankes versehen, 
so daB Sterilisierung und infektionsfreie Ziichtung von groBen Erreger- 
mengen in einem Schrank an der Arbeitsstelle selbst erfolgen kann. 
Der Schrank hat sich in zahlreichen Arbeitsgingen ausgezeichnet 
bewahrt. 

Zur Bestimmung der Zellinhaltsstoffe haben wir uns des Apparates 
von Parnas und Heller? nach dem Vorgehen Lohmanns*® in der An- 
wendung von Lutwak-Mann?* bedient. Die Titration des Stickstoffs 
erfolgte jedoch mittels eines aus Methylenblau und Methylrot zu- 
sammengesetzten Indikators® in Borséurelésung. Die Durchfiihrung 
der Reihenversuche und ihre analytische Kontrolle erfolgte im itibrigen 
in der bisher geiibten Weise mit der MaBgabe, daB die Genauigkeit der 
P-Bestimmungen in Versuchen mit sehr niedrigem P-Gehalt durch 
entsprechend geringere Verdiinnung der entnommenen Proben erhéht 
wurde. 

Versuche. 
1. Vergleich der enzymatischen Umseizungen von FLB. und Fox. 


Zur Untersuchung der Vergleichbarkeit beider verwendeter Erreger 
im Hinblick auf ihre biochemischen Leistungen wurden Versuchsreihen 
unter gleichen Bedingungen unter Verwendung von d-Glucose und 
d-Xylose als Substrat angesetzt. 

Der Giarverlauf zeigt, daB sich beide Arten, besonders bei der 
zymatischen Umsetzung, gleich verhalten. Die niedrigeren Alkohol- 
werte der mit Fox. geimpften Versuche weisen darauf hin, daB hier ein 
kraftigeres Dehydrasesystem vorliegt. Die am Ende des Versuchs er- 
mittelten Alkoholwerte verhalten sich bei annahernd gleicher Gesamt- 


1 Von der Firma Rudolf Hasse, Berlin O 27, Andreasstr. 21. — * Diese 
Zeitschr. 152, 5, 1924. — * Ebenda 208, 164, 1928. — 4 Biochem. J. 30, 
1405, 1936. — 5 N. M. Stover u. R. B. Sandin, J. ind. and Eng. Chem. 
Analyt. Ed. 3, 240, 1931. 
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Tabelle la. Vergleichsversuch FIB.—Fox. 
Nahrlésung: Glucose mit anorganischem Phosphat. Impfmaterial: Versuc|; | 
und 2: Fox. von einer 4 Tage alten Kartoffelkultur. Versuch 3 und 4 
KIB. 33 Tage alt, auf Starkenadhrldsung geziichtet. 
Geimpft am 19. X. 





Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 


CO, co, 


Datum 


mg mg 


9,9 3 0,0 
36,2 é 13,2 132,5 
46,2 33,0 132,5 
30,8 32, 37,4 132,5 
26,4 27, ¢ 30,8 127,5 
48,4 27,i 44,0 130,0 
41,8 41,8 
37,4 35,2 
52,8 46,2 
39.6 28,4 
63,8 39,6 
83,4 74,8 


"ee 424,4 
263,2 247,0 361,5 353,3 mg C, HOH 


‘Ann KMKn 


entbindung von Kohlensdéure ungefihr wie Alkohol,,. : Alkohol;), 
== 2:3. Diese Eigenschaft des Fox. brachte es mit sich, daB wir in 
spateren Versuchen, in denen es auf die gleichzeitige Beobachtung der 
zymatischen Umsetzung der Kohlenhydrate und der Dehydrierung 
von Alkohol ankam, diesen Erreger bevorzugten. 

In der Phosphorylierung wahrend des Giarverlaufs zeigten sich 
keine Unterschiede zwischen den Erregern. Die friiher gemachte Beob- 
achtung, daB der Abbau der Xylose im Gegensatz zu demjenigen von 
Glucose und Arabinose stets ohne meBbare Phosphorylierung abliuft, 
konnte auch am Fox. bestiatigt werden!. 


Kin rein morpholo ischer Unterschied zwischen FIB. und Fox. be- 
steht insoweit, als der letztere in der Zelle eine Verbindung bilden kann, 


' Die Feststellung, daB Xylose nicht phosphoryliert wird, steht im 
Einklang mit den Mitteilungen von Verzar (Absorption from the Intestine, 
s. 1387, London 1936), nach welcher Xylose vom Mucosaauszug nicht phos 
phoryliert werden und deshalb auch nicht vom Darm selektiv absorbiert 
werden kann. Beide Beobachtungen sprechen dafiir, daB die von Robinson 
(Nature 120, 44, 1927; vgl. auch Mathers u. Robertson, ebenda 132, 789%, 
1933; Robertson u. Oldham, ebenda 133, 871, 1934) in Erwagung gezogene 
Annahme, Xylose sei der Ausgangsstoff der in den Nucleinséuren vor- 
kommenden Ribose, unwahrscheinlich ist. Die Ribose soll danach namlich, 
durch Waldensche Umkehrung auf dem Wege iiber enzymatische Hydrolyse 
der Phosphorséureester, aus der Xylose gebildet werden. 
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Tabelle Ib. Vergleichsversuch FIB.—Fox. 
Nalrlésung: d-Xylose mit anorganischem Phosphat. Impfmaterial Versuch 1 
2: Fox. aus einer 4 Tage alten Kultur in Starkenahrlésung. Versuch 3 
Fox. von einer 11 Tage alten Kultur auf Kartoffel. Versuch 5: 
;. von einer 11 Tage alten Kultur auf Leinsamen. Versuch 6: FIB. aus 
einer 4 Tage alten Kultur in Starkenahrldsung. 


Geimpft am 26. X. 





Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4 


Datum CO, co, P CO, P 105 P 


mg mg mg mg mg 


37,4 22,0 207.5 24,2 15,4 
41,8 37,4 207,5 48,4 35,2 
35.2 26.4 207.5 37.4 35,2 
57,4 55.0 207,5 92,4 55.0 
48,6 30,8 35,2 39,6 
44.0 35,2 || 46,2 44,0 
46,2 48,4 | 68,2 46,2 
55,0 43,8 66,0 18,4 
81,4 66,0 | 81,4 66,0 


447,0 365.0 499.4 385.0 
174,1mgC,H,OH 171,lmgC,H,OH) 173,.9mgC, H,OH 





Versuch 5 Versuch 6 


CO, co Pp 


Datum 


mg mg 


19,8 33,0 207.5 
39,6 41,8 207.5 
39,6 35,2 207.5 
57,2 48,6 207,5 
55,0 39,6 
57,2 
63,8 85,8 
50,6 48,4 
81,4 68,2 

464,2 ~ 450,0 


302,7 mg C, H;0 H 256,8 mg C, H,OH 
deren Brauchbarkeit als natiirlicher Vitalfarb toff infolge seiner Indikator- 
eigenschaft er schlagt in der Nahe des Neutralpunktes von rot nach 
blau um — weiter unten erwahnt wird!?. 


1 Auf Grund der Loslichkeitsverhaltnisse kann vermutet werden, 
daB der Farbstoff des Fox. Verwandtschaft mit dem von Raistrick u. Mit- 
arbeiter (Biochem. J. 31, 385, 1937) aus Fusarium culmorum isolierten 
Farbstoff Aurofusarin hat. 
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2. Ausmap der Phosphorylierung in Abhdngigkeit von der Konzentrat oy 





des Phosphats bzw. des Zuckers. 





AnlaBlich von noch nicht abgeschlossenen Versuchen zur Isolieriing 
von Phosphorsaureestern der Pentosen und Phosphoglycerinsiure ! 4\\ 
der Garfliissigkeit von Fusariumkulturen wurde versucht, die durc) 
lebende Fusariumzellen verursachte Phosphorylierung von Glucose 
und Arabinose durch Konzentrationsinderung des Zuckers bzw. (es 
zugesetzten anorganischen Phosphats zu _beeinflussen. 












Tabelle Il. Fusarium lini: Phosphorylierung unter verschiedenen 
Versuchsbedingungen. 




















ane Hichstwert gre a Hochstwert 
ange | menge 

4 der . der 
Versuchs- des | Phosphorylierung Versuchs- des Phosphorylierung 





bedingung | Phosphats bedingung §Phosphats 





mg P mg P 0/9 mg P mg P 






















ss A 375 25 | 66 | ¢ A 380 30 7,9 
z B 365 30 we : C 420 30 7,1 
5 ( 440 2 | 6 1S A 710 60 8.5 
- A 760 eo | 79 |. C 700 0 | 10,0 
ae B 840 60 A 8 A 1480 120 8,1 
0 C 730 70 9,6 |= C 1480 120 8,1 






hy 
> 


ohne Zusatz; B: Zusatz von 20mg Adenylsiure; C: Zusatz von Toluol, 


Die Versuche zeigen deutlich, daB die Konzentration des Zuckers 
in der Nahrl6sung keinen Einflu8 auf das Ausmaf} der Phosphorylierung, 
die an den erreichten Héchstwerten gemessen wurde, erkennen lilt. 
Mit der Erhéhung der Menge des zugesetzten Phosphats steigen auch 
die absoluten Werte der gemessenen Phosphorylierung?. Ein Vergleich 
der beobachteten Phosphorylierung mit der Gesamtmenge des an- 
wesenden Phosphats zeigt jedoch, daB innerhalb enger Grenzen ein 
festes Verhaltnis der Héchstwerte der Phosphorylierung zu der Menge 
des anwesenden Phosphats besteht. Fiir die Glucose ergab sich dabei 
stets ein P-Schwund von durchschnittlich 8°, im Héchstfall. Weder 
der Zusatz von 20mg Adenylsiure zum Garansatz noch ein Zusatz 
von Toluol*, der ja bei Garung mit lebender Hefe, wahtscheinlich in- 
folge der durch ihn beeinfluBten Zellpermeabilitat eine meBbare Phospho- 
rylierung hervorruft, hatten auf letztere bei der lebenden Fusariumzelle 
einen EinfluB. 









' Die Aufarbeitung erfolgte nach der Vorschrift von Vercellone wid 
Neuberg (diese Zeitschr. 280, 161, 1935) bzw. von Stone und Werkmany 
(J. of Science/Iowa 10, 341, 1936). —- 2 Uber eine ahnliche Beobachtung 
berichtet Lennerstrand in einer Mitteilung iiber Phosphorylierung de! 
Adenylsiure in Anwesenheit von anorganischem Phosphat in roten Pferde- 
blutkérperchen (Naturw. 25, 347. 1937). — *% C. Newberg u. F. F. Nord, 
diese Zeitschr. 67, 14, 1914. 
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Diese Feststellungen berechtigen zu der Folgerung, daB die von 
uns gemessene Phosphorylierung der lebenden Fusariumzelle der vollen 
Wirksamkeit dieses Phosphatesesystems entspricht. 


3. Zellinhaltsbestimmungen. 

Die Vergleiche mit den Enzymsystemen verwandter Organismen, 
sowie die Frage nach der Anwesenheit organischer P-Donatoren machten 
es notwendig, den Zellinhalt der von uns untersuchten Fusariumarten 
auf das Vorkommen von Adenylsaiure bzw. Adenosintriphosphorsaure 
hin zu _priifen. 


Tabelle I. Zellinhaltsbestimmungen unter normalen Wachs- 
tumsbedingungen. 





In 100g NaBgewicht sind enthalten 


als ATP. durch als MAP. durch 





Untersuchtes Material 
rare statue Froschmuskel ATP. Froschmuskel MAP. 
desaminier- desaminier- 
barer N mg barer N mg 
1. Fox., 25 Tage auf Starke- | 0,40 14.6 0,00 
nahrlésung gewachsen \ 0,40 , 0,00 
2. Fox., 12 Tage auf Starke-  { 0,56 20.1 0,00 
nahrlésung gewachsen | 0,54 ity 0,00 
3. FIB., 12 Tage auf Starke- 0,00 1,15 29,1 
nahrl6sung gewachsen 0,03 1,31 bie 
4. FIB., 12 Tage auf Starke- {| 0,00 0,74 18.0 
nihrlésung gewachsen | 0,01 0,70 “ 


Die Bestimmungen ergaben, daB der Gehalt an durch Froschmuskel! 
desaminierbarem Stickstoff in beiden Erregern etwa gleich und wesentlich 
veringer als in Hefezellen ist. Dabei zeigte sich die merkwiirdige Tat- 
sache, daB unter gleichen Aufarbeitungsbedingungen in Fox. dieser 
Stickstoff ebenso wie in Hefe und B. coli als Adenosintriphosphorsaure 
(ATP.), im FIB. dagegen als Muskeladenosinphosphorsiure (MAP.) 
gefunden wurde. Vielleicht ist dieser Unterschied durch die Anwesen- 
heit einer auf ATP. sehr schnell einwirkenden Phosphatase in FIB. zu- 
riickzufiihren, die wahrend der Aufarbeitung des Zellmaterials den Zerfal 
der ATP. bewirkt. Untersuchungen an Myceldecken, die in einer MAP.- 
bzw. ATP.-haltigen Nahrlésung gewachsen waren, zeigten, dab beide 
Erreger diese P-Donatoren in reichlichem Mabe speichern kénnen. 

Die fiir diese Versuche verwendeten Decken wurden vor der Auf- 
arbeitung durch griindliches, wiederholtes Auswaschen und _nach- 


') Um die Einheitlichkeit des verwendeten Praparates zu gewahr- 
leisten, wurde eine gréBere Menge des Muskelbreies hergestellt und bis 
zur jeweiligen Verwendung bei — 15° aufbewahrt. 
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Tabelle IV. 


Speicherung von zusatzlich zugefiihrter MAP. bzw. ATP. 





Von insgesamt 500mg ATP. wurden in der Z 
gespeichert 


Untersuchtes Material aig 4 : 
eT als ATP. ATP. als MAP. 


ar 655 MAI 
desaminier- desaminier- 
barer N ng barer N mg 
6 “Ox., (Be ‘g ve i G *OSe - > 
1. Fox < r age in Gluc ) 0.64 mr 0,00 
nahrlésung mit 0.66 23,8 0.00 
0,2 ATP. gewachsen | ” 2 





Von insgesamt 400mg MAP. wurden in der Ze! 
gespeichert 


Untersuchtes Material 


als ATP. ATP. als MAP. MAP 
desaminier- desaminier- 
barer N mg barer N mg 
2. Fox., 18 Tage in Alkohol- | 0.44 19 
nahrlédsung mit 0.40 15,4 120 29,0 
0,2°, MAP. gewachsen | - ii 


folgendes Trocknen auf Ton von der anhaftenden Nahrlésung befreit, 
so daB die Gewahr gegeben ist, daB die gefundenen P-Donatoren auch 
tatsachlich dem Zellinhalt entstammen. 


4. Beeinflussung der enzymatischen Umsetzungen von lebendem Fox. und FIB. 
durch Zusatz von MAP. bzw. ATP. an Stelle anorganischen Phosphats. 
Nachdem die Anwesenheit von ATP. bzw. MAP. im Enzymsystem 
der Fusarien nachgewiesen und nachdem durch verschiedene Forscher 
in zahlreichen Versuchen unter Heranziehung zellfreier Enzymsysteme 
eine Einwirkung der genannten P-Donatoren bei enzymatischen Um- 
setzungen gefunden worden war, schien es von groBer Bedeutung, deren 
EinfluB auf lebende Zellen zu untersuchen. MAP. bzw. ATP. wurden 
in den Versuchen dem einige Tage auf P-freiem Nahrmedium gewachsenen 
Erreger an Stelle von — nicht neben — anorganischem Phosphat in 
einer der Konzentration von ungefahr m/100/Liter entsprechenden 
Menge zugefiigt. Die wahrend des weiteren Wachstums der Erreger 
aus den organischen P-Donatoren erfolgende Abspaltung von anorgani- 
schem Orthophosphat wurde mit Hilfe der auch sonst verwendeten 
P-Bestimmung nach Briggs quantitativ verfolgt. 

Versuch I (Abb. 2). Da der Vergleichsversuch mit anorganischem 
Phosphat ein durchaus normales Verhalten zeigte, ist eine Besonderheit 
des verwendeten Impfmaterials als Ursache fiir den verainderten Gar- 
verlauf ausgeschlossen. 

Der Steigerung der Umsetzungsgeschwindigkeit iiber das normale 
Ma8B hinaus entsprechen folgende morphologische Erscheinungen: Nachdem 


in dem MAP.-haltigen Garansatz das Mycelwachstum anfanglich hinter dem 
Vergleichsansatz mit anorganischem Phosphat zuriickbleibt (vgl. dazu die 
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entsprechenden Kohlensiurewerte), ist die darauf folgende Steigerung der 
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ragen und von Wasser nicht benetzbar sind, wiahrend sie sonst in dem 
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MAP Gegen Ende des Versuchs erfolgt durch das ,,Luftmycel eine immer deut- 
mg licher werdende Aufnahme von Sauerstoff aus der Luft, die durch einen 
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Dephosphorylierung der Adenylsiiure 
she 4 Abb. 2. Einwirkung von Adenylsiiure auf das Wachstum und die 
1eM enzymatischen U msetzungen von Fox. Nihrlésung: Glucose ohne 
rheit Phospat mit Nachgabe von K H, PO, ( ) und Adenyl- 
a siure (-—-—) am 6. Tage. Impfmaterial: Sporen aus einer 
Gar- 11 Tage alten Kartoffelkultur. 
male kommen der in Versuch 1 beschriebenen Erscheinungen haben. Wah- 
idem rend dort der Zusatz des MAP. nach sechstagigem P-freiem Wachstum 
dem erfolgte, wurde diesmal ein Mycel verwendet, das 14 Tage in einem 
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Die im ersten Fall beobachtete Anregung der enzymatischen Um. 
setzung blieb hier also aus, ebenso wie die dort festgestellte Ausbilduny 
des Luftmycels. Der Verlauf der P-Kurve ist gleichfalls von derjeniven 
des ersten Versuchs deutlich verschieden. Nachdem schon in den ersiey 
beiden Tagen fast drei Viertel des gesamten in der zugefiigten MAP 


= 

+ a —Pi+P 

> ed a ro A \ 
{/ 


enthaltenen Phosphats in Freiheit gesetz: 
worden sind, ist in der folgenden Zeit cic 
Anderung des P-Spiegels ahnlich derjenigen 
des mit anorganischem Phosphat angesetzte 
Vergleichsversuchs. Aus diesen Ergebnisse 
ist zu folgern, daB im Laufe eines linger 
anhaltenden P-Hungers eine auf MAP 
wirkende Phosphatase im Enzymsystem des 
Fox. gebildet wird, und da®B die in Versuch | 
beschriebene Wirkung der MAP. infolge Ab- 
spaltung der Phosphatgruppe — verloren- 
gegangen ist. 

“Versuch 3. Um nachzupriifen, ob nicht 
die an die MAP. gebundene Ribose die Ur- 
sache von deren Wirksamkeit sei, wurden 
Versuche durchgefiihrt, die ihre Vergir- 
barkeit,im Vergleich mit anderen Pentosen 
verfolgen sollte. Diese Versuche waren auch 
insofern von Bedeutung, als dabei die Frage 
angeschnitten werden konnte, ob dem viel- 
fachen natiirlichen Vorkommen der Ribose 
als Phosphorsaureester etwa eine besondere 
Phosphorylierbarkeit zugrunde liegt. (Abb. 4. 

Das Ergebnis dieses Versuchs laBt sich 
dahin zusammenfassen, daB die d-Ribose sich 
dem Enzymsystem des Fox. gegeniiber sehr 
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Abb. 4 Pentosengiirung durch Fusarium oxysporum. 
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Al 


lnlich wie die l-Arabinose verhalt. Es ergaben sich keine Anhaltspunkte 
fiir besonders leichte Phosphorylierbarkeit ; als Urheber der in Versuch | 
festgestellten MAP.-Wirkung kommt sie nicht in Frage. Der bei allen 
Pentosen hierbei beobachtete geringe P-Schwund ist nicht als eine 
Phosphorylierung des Zuckers anzusehen, da er auch nach vollkommen 
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Abb. 5. Einwirkung von Adenylsiiure auf das Wachstum und die enzymatischen 

Umsetzungen von F. oxysporum. Nihrlésung Arabinose ohne Phosphat mit Nach- 

gabe von K Ho PO, ( ) und Adenylsiure ( ~~) am 6.Tag. Impf- 
material : Sporen aus einer 11 Tage alten Kartoffelkultur. 





negativem Ausfall der Zuckerreaktion noch anhalt. Man kann hierin 
vielleicht einen analytischen Nachweis erblicken dafiir, daB das Phosphat 
hauptsachlich fiir den Zellneubau von Bedeutung ist, wie wir das bereits 
friiher ausgesprochen haben!. 

Versuch 4. Um eine etwa bestehende Substratabhangigkeit der 
Einwirkung von MAP. auf die enzymatischen Umsetzungen des Fox. zu 
untersuchen, wurde ein Versuch unter den gleichen Bedingungen wie 
Versuch 1 angesetzt, in dem jedoch an Stelle der Glucose 1-Arabinose 


1 6, Mitteilung dieser Reihe: Protoplasma 10, 52, 1930. 
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als Substrat verwendet wurde (Abb. 5). Die hierbei auftretenden |r. 
scheinungen entsprechen auch in morphologischer Hinsicht durchais 
den in dem mit Glucose angesetzten Versuch gemachten Erfahruny: 
mit dem alleinigen Unterschied, daB die Anlaufzeit fiir die volle Ey 
faltung der MAP.-Wirkung erheblich gedehnter ist. Die Dephosphory- 
lierung ist entsprechend dem Verlauf der Kohlensaiureentbindung etwas 
verlangsamt. 


1 


In einem weiteren 


Versuch 5 dieser Reihe zeigte sich eine ausgezeichnete Uberein- 
stimmung der Kohlensaurewerte, unabhingig von der Zeit, die zwischen 
den einzelnen Bestimmungen lag (Tabelle V). Hier ist deutlich zu er- 
kennen, da in dieser Zeit die Kohlensaurebildung bestimmt war 
durch die Menge des verfiigbaren Luftsauerstoffs. Daraus, daB nach 
Verbrauch einer bestimmten Menge Sauerstoff keine weitere Umsetzuny 

mehr stattfindet, kann 

Tabelle V. AbhangigkeitderUmsetzungs-  gefolgert werden, dal 

geschwindigkeit vom Luftsauerstoff sich das Mvcel_ voll- 

wihrend der Vergarung von 1l-Arabinose _ gtindig auf Atmung um- 
dureh Fox. unter Einwirkung von gestellt hat. 

Adenylsaure. 

Nahrlésung: l-Arabinose ohne Phosphat ; Nach- Versuch 6. Die 

gabe von Adenylsiiture 5 Tage nach dem starke Abhaingigkeit von 

Impfen. Impfmaterial: Fox. von einer 7 Tage der Anwesenheit von 

alten Kartoffelkultur. Luftsauerstoff fiir die 


Steigerung des Kohlen- 





— aa peo hydratabbaues = durch 
29 ear nee sae MAP. wurde durch 
ee Batieiited te 180 mg MAP. 2 folgenden Versuch be- 
24. XIL . 33.0 41.8 statigt : Nach Zugabe der 

MAP. zu einer phos- 
26. ey —_ ae phatfreien Glucosenahr- 
30, XIL. 1496 1364 lésung wurde nach 

- is Bi Lhe 0, -abhangig friherem \ orgehen eine 
re. 3 134.2 1144 dicke Schicht von fliissi- 
. a 103,4 112.2 gem Paraffin! iiber die 
ss Garfliissigkeit gebreitet. 

her ake 66,0 66,0 : 


Die gemessenen Werte 
919,6 871,2 (Abb. 6) ergeben, dab 

die Garung auch gegen- 

tiber dem Vergleichsversuch mit anorganischem Phosphat bei Luft- 
zutritt gehemmt ist und daB sie weit hinter den Vergleichswerten, 
die die Einwirkung der MAP. unter Luftzutritt kennzeichnen, zuriick- 


1 F.F. Nord, diese Zeitschr. 95, 284, 1919. 
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bleibt. Die Abspaltung von anorganischem Phosphat aus der MAP. ist 
unter LuftabschluB nur ganz geringfiigig. Im spateren Verlauf des 
Versuchs war der LuftabschluB iibrigens insofern nicht mehr ganz 
vollstandig, als einzelne Faden des Mycels das Haften der Paraffin- 
schicht an der inneren GefiBwand durchbrachen. Man kann also 
ohne weiteres annehmen, da bei vollsténdigem AusschluB von 
Sauerstoff die Spaltung tiberhaupt ausbleibt. 


Versuch 7. Nach dem Zusatz 



































IBN, . . 
eed A von MAP. zu einer phosphatfreien 
a i : % ' bsg ; 

er0 nes © a | Glucoselésung, die mit FIB. geimpft 
> f \ worden war, ergab sich ein ahnliches 
120 ul +4 e e ° y ‘ : 
| \ Bild wie im Versuch 2. Die nur ge- 
\ ‘ ea a 
100 H \ ringe Steigerung des Kohlenhydrat- 
. | \ abbaues gegeniiber dem Vergleichs- 
8 pa ; 
} 4 versuch mit anorganischem Phosphat 
i \ 
0}—-} +—1+—* 
I \ 
\ 
40 i if i 
w~ 
w | iat H t News - 
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8” 1 | sboseo 
b ee ae 
S10 Se Se ka | 
SS 4 
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a 6 en 4 
xe 4: ©. pe ea ae 
Abb. 6. 
a Einwirkung von Adenylsiiure auf Glucosegiirung durch Fox. 
aerob : —---+ - anaerob : 
b Dephosphorylierung von Adenylsiiure unter aeroben (--+-~— ---) 





und anaeroben ( ) Versuchsbedingungen. 


ist begleitet von einer sehr raschen Dephosphorylierung der MAP. 
Dadurch ist einmal die durch die Ergebnisse der Zellinhaltsbestimmung 
entstandene Vermutung bekraftigt, daB FIB. iiber ein kraftigeres Phos- 
phatasesystem verfiigt als Fox. Gleichzeitig wird in diesem Versuch die 
in Versuch 2 gemachte Erfahrung bestatigt, daB durch Dephospho- 
rylierung die Wirksamkeit der MAP. aufgehoben wird (Abb. 7). 
Versuch 8. Versuche, die mit MAP. und ATP. (Mono-Na-Salz) 
zum Vergleich der Wirksamkeit beider P-Donatoren durchgefiihrt 
wurden, ergaben folgendes Bild: Die in Versuch 1 beobachtete Wirkung 
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des P-Donators blieb in beiden Fallen aus. Bei der Verwendung der MAP 
liegt die Ursache fiir den Wirkungsausfall méglicherweise mit in (er 
Tatsache, daB die Periode des P-Hungers vor Zugabe der MAP. \ oy 
4 bis 6 Tagen (in den vorhergehenden Versuchen) auf 2 Tage abgekiry: 


positiver 







negativer 
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Ausfall der Fehlingschen 
Zuckerprobe 
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Abb. 7. Abb. 8. 
Abb. 7. Vergiirung von Glucose durch FIB. 1. bis 4. Tag ohne P; am 4. Tag Nachgabe von 
Adenylsiiure ( ) baw. K H, PO, (- - -). 
Abb. 8. a Vergirung einer Glucoselésung durch Fox. bei Verwendung von MAP. ( ) und 
Na-ATP. ( --) als P-Donatoren: keine Bildung von Luftmycel. b Dephosphorylierung der 
MAP. (———) und des Na-ATP. (---+-). ¢ pu-Anderung wiihrend des Versuchs. 


wurde. Auch in anderen Versuchen, in denen mit abgekiirzter P-Hunger- 
periode bzw. in denen das Mycel vor dem Versuch iiberhaupt keinem 
P-Mangel ausgesetzt worden war, blieb oft die Umbildung der Zeilen in 
das Luftmycel und die damit verbundenen oben beschriebenen Ande- 
rungen des Garverlaufs gleichfalls aus. In solchen Fallen ist das Mycel- 
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wachstum schwacher, der Garverlauf etwas gehemmt, doch nur in 
bezug auf die absoluten gemessenen Kohlensaiurewerte. In Anbetracht 
der geringen Mycelmenge ist dabei die Garleistung der einzelnen Zelle 
durchaus nicht unterdurchschnittlich. Die Dephosphorylierung der 
MAP. verlauft nur langsam und unregelmaBig, die Wasserstoffionen- 
konzentration halt sich fast unverindert auf dem durch den Zusatz der 
MAP. bedingten Wert von py = 3,5 (Abb. 8). 


Der Zusatz von ATP. in Form ihres Natriumsalzes erzeugte in der 
Nahrlésung ein Anfangs-py von ungefaihr 5,6 bis 6,0. Wie spatere 
Versuche auch zeigten, bleibt 
in allen Fallen, in denen das , % 





> [a 

8 “ys i o 
Anfangs-py oberhalb des Sa ope _Pasiiver! nagativer | 
Wertes 4,0 liegt, die Bildung > ais Na-Sale QRigeieee | 
des Luftmycels aus ode’ findet * 7” a — 4 





nur ganz voitibergehend statt. gy 
In diesen Fallen entwickelt 
sich jedoch ein  normales, 
sehr dichtes Mycel, das dem- = yg =7J—-_, 
entsprechend dann auch einen 
gesteigerten Garverlauf gegen- 
iiber Vergleichsversuchen mit 2 
anorganischem Phosphat zeigt. 
Der Ablauf der Dephosphory- 
lierung ist hier schnell und oF 74 _§ 9 a ligeie 
stetig. Nach dem Verschwin- Bi b | | 

: 











den des Zuckers aus der Nahr- 
losung tritt eine Umkehrung 
der Dephosphorylierung ein, X » ae 
bei der etwa 10 bis 20° des Pl 6 8 0 aw Wages 
in Freiheit gesetzten Phos- Abb.9. Rephosphorylierung von aus Na-ATP. 














. dephosphoryliertem Phosphat. Nihrlésung : 
phors wieder gebunden werden. Glucose ohne Phosphat mit Nachgabe von 
90mg ATP. am 2. Tag. Impfmaterial: Fox. 

An dieser Stelle kann ein aus einer 8 Tage alten Kartoffelkultur. 


Versuch Erwahnung finden, 

in dem im Gegensatz zu den eben beschriebenen Beobachtungen eine 
spontane Dephosphorylierung von ungefaihr zwei Drittel des in der 
ATP. gebundenen Phosphors stattfand. In dem Zeitpunkt, an dem der 
Zucker verbraucht ist, tritt auch hier eine voriibergehende Phosphory- 
lierung ein (Abb. 9). 


Die in den eben mitgeteilten Versuchen gemachten Feststellungen 
fiihrten dazu, den EinfluB des Anfangs-py auf den Verlauf der Garung 
und des Phosphatumsatzes, sowie die Anderung des py selbst zu unter- 


suchen (Abb. 10). 
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Versuch 9. Nach Zugabe des P-Donators, hier ATP., wurde dur:-}; 
Zusatz der entsprechenden Menge Natronlauge bzw. Schwefelsdure 
| g g 


das gewiinschte py eingestellt. 


a) Anfangs-pq 3,4 bis 4,0: Die Ausbildung des Luftmycels findet ay. 
den oben erwahnten Griinden nicht statt. Das py andert sich wahrend des 






































¢$ 6 8 0M % M lage 


Abb. 10. 
unter Zusatz 
Anfangs-py 3,4 (- ), 6,3 


a Vergirung von Glucose durch Fox. 

von Na-ATP. als P-Quelle bei 

(---—-+-) und 

7.6 ( ). b Dephosphorylierung der ATP. 

unter den angegebenen Versuchsbedingungen. 
¢ py-Anderung wiihrend des Versuchs. 





. 


Wachstums nicht. Ein Versuch, i), 
dem das Anfangs-py auf 3,8 ei) 
gestellt worden war, zeigte nach a: 
fanglich etwas verzégertem Wachi- 
tum den gleichen Verlauf wie 
Versuche mit alkalischerem Anfangs.- 
Pu: wahrend der zymatischen Um 
setzung fand eine allmahliche Ve: 
schiebung der Wasserstoffionen- 
konzentration gegen den Wert py 
= 4 bis 4,5 statt, dem dann nach 
Verbrauch des Zuckers ein rasche: 
Anstieg auf py = 6,0 folgte. Es 
zeigt sich also, daB die Fahigkeit 


der lebenden Zelle von Fox. zur 
Eigensteuerung des pq bei einer 
Wasserstoffionenkonzentration von 


pu ™ 3,6 an erlischt. 

b) LaBt man die enzymatischen 
Umsetzungen in schwach sauren bis 
neutralen Nahrl6sungen  beginnen 
(py 5,0 bis 7,0), so bleibt, wie schon 
bei Versuch 8 erwahnt wurde, der 
EinfluB der organischen P-Donatoren 
auf das Zellwachstum stets aus. 
Die Anderung der Wasserstoffionen- 
konzentration in der Nahrfliissigkeit 
nimmt dabei einen sehr bestimmten 
Verlauf. 

Das schnelle Wachstum der 
Myceldecke in der ersten Phase der 
enzymatischen Umsetzung ist be- 
gleitet von einer px-Verschiebung 
der Nahrfliissigkeit gegen den Wert 
pu 4,0 bis 4,5. Da das Erreichen 
dieses Wertes bzw. die gréBte An- 
naherung an ihn gleichzeitig mit 
dem Héhepunkt der alkoholischen 
Kohlenhydratspaltung — 
messen an der Menge der ent- 


ge- 


bundenen Kohlensiure — erfolgt, kann man schlieBen, daB die alko- 
holische Garung der lebenden Fox.-Zelle gebunden ist an einen Reak- 
tionsmechanismus, der die Einstellung des py-Wertes 4,0 bis 4,5 aufer- 
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halb der Zelle bewirkt. Im weiteren Verlauf der Umsetzung erfolgt nun 
eine Umkehr der py-Anderung. Allmahlich, nach Verbrauch des Zuckers in 
der Nahrlésung meist schneller, wird das Nahrmedium wieder alkalischer 
und erreicht schlieBlich, nach langerem Wachstum des Mycels tiber den 
Verbrauch des Zuckers hinaus, einen Wert in der Niihe des Neutral- 
punktes. Diese pu-Anderung ist, wie in spateren Versuchen noch ein- 
deutig gezeigt werden konnte, ge- 

bunden an die durch das lebende Fox. ~ 42 





























bewirkten Dehydrierungsreaktionen. & | 

Es ist bemerkenswert, da eine solche S-— i 
py-Verschiebung zum alkalischen Ge- Tad J 
biet hin erfolgt und bis in die Neutral- 

zone anhalt, obwohl wir im Verlauf - 

der Dehydrierung eine ganze Reihe 8 

organischer Sduren nachgewiesen und a 

vefaBt haben!. Die Feststellung eines ‘ 

Zusammenhangs zwischen der Wasser- 60 

stoffionenkonzentration des Nahr- pa 

mediums mit den durch die lebenden 

Zellen verursachten Umsetzungen ist 40 

deshalb wichtig, weil sie beweist, dab gy) CPN 

die physikalisch-chemischen Bedin- >> 
gungen, unter denen die lebende Zelle + — =F S 
ihre Umsetzungen vollzieht, von ihr 10|_ fA—_+—_1 

selbst gesteuert werden und von der 

chemischen Natur der bei der Haupt- 

reaktion entstehenden Verbindungen Rs Ge 
unabhangig sein kénnen. Hierin ist =a 
eine wichtige Stiitze fiir die bisher von 

uns vertretene und experimentell be- : 


p : Gf 2 ft 6: 2. FB . QGaae 
wiesene Ansicht zu erblicken, daB die yi 
Abb. 11. a Vergiirung von Glucose 





durch zell freie Praparate bewirkte durch Fox. unter Zusatz von MAP. 
enzymatische Umsetzung nicht ohne als P-Quelle bei einem Anfangs-py 
o sit it 1 ts | le U von py 3,4 ( ), DH 5,7 (--+-+-—), 

elteres mit Ger entsprechenaen Um- Py 74 ). b py-Anderung 


setzung in der lebenden Zelle gleich- wiihrend des Versuchs. 
gesetzt werden kann. 

Die Beziehungen enzymatischer Umsetzungen zellfreier Praparate 
zu solchen. die durch die lebende Zelle gesteuert werden, sind sehr 
treffend gezeichnet durch Hardens Worte?. 


” . that the reactions in the living cell are essentially of the same 
kind as those which occur in cell-free preparations, but differently coordinated.” 


1 Rotini, Dammannu. Nord, |. ec. — 2 J. Inst. of brewing 42, 513, 1936. 
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Versuch 10. Versuche, in denen die bei Versuch 9 angewend«te 
ATP. durch MAP. ersetzt worden war, bestatigen in allen wesentlichen 
Punkten die in Versuch 9 gemachten Erfahrungen (Abb. 11). 

Der Verlauf des Phosphorumsatzes in den Versuchen 9 und |i) 
zeigt bei allen denjenigen, deren Anfangs-py oberhalb 5,0 lag, nach dem 

















Abb. 12. Dehydrierung von Alkohol durch Fu- 

















sarium lini mit anorganischem Phosphat ( ) 
und Adenylsiiure (- — -) als Phosphatquelle. 
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Abb. 13. Dehydrierung von Alkohol durch 
F. oxysporum mit anorganischem Phosphat ( ) 
und Adenylsiure (— ) als Phosphatquelle. 





Verbrauch des Zuckers einen 
mehr oder weniger ausgepragten 
Schwund des _ anorganischen 
Phosphats. Uber die Bedeutung 
dieser Erscheinung kann also 
zunachst ausgesagt werden, dal 
sie mit der Bildung von Estern 
der als Substrat verwendeten 
Kohlenhydrate nichts zu tun 
haben kann. Da jedoch im Laufe 
der friiher durchgefiihrten Un- 
tersuchung der Phasenfolge der 
Alkoholdehydrierung Milch- 
sdure nachgewiesen wurde und 
andererseits unsere Erreger, wie 
gezeigt werden konnte, atmo- 
spharischen Sauerstoff verbrau- 
chen kénnen, ist die Méglich- 
keit gegeben, daB die hier fest- 
gestelite Phosphorbindung mit 
einer Kohlenhydratresynthese 
einhergeht. 

Bei allen bisher angefiihrten 
Versuchen mit organischen P- 
Donatoren konnte festgestellt 
werden, daB deren Wirksamkeit. 
soweit sie erkennbar wurde, 
auch tiber den vollstandigen, 
durch den negativen Ausfall 
der Fehlingschen Probe nach- 
gewiesenen Verbrauch des Zuk- 


kers in der Nahrlésung hinaus anhielt. Diese Beobachtung fiihrte erneut 
zu Versuchen, in denen Alkohol als alleinige Kohlenstoffquelle diente 
und in denen jetzt die Phosphorséure in Form von MAP. bzw. ATP. 


zugefiihrt wurde. 


Versuch 11. Diesen Kontrollversuchen wurde stets soviel Arabinose 
zugefiihrt, wie der mit MAP. zugefiihrten Ribose entsprach. (Uber die 


Vergleichbarkeit von Ribose und Arabinose vgl. Versuch 3.) Der Versuch 
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‘ : . . % . . 
Abb. 12 und 13) zeigte in den wesentlichen Punkten Ubereinstimmung 
mit den entsprechenden, bei der Glucosespaltung gemachten  Er- 


fahrungen. Auch unter diesen Bedingungen zeigte sich Fox. der Ein- 
wirkung von MAP. wieder zuginglicher als F1B. und ebenfalls war die 
Ausbildung eines Luftmycels Begleiterscheinung dieser Einwirkung. Der 





Umschlag des roten im 


. ° it ~ 
Mvcel des Fox. gebildeten ee ] i 
., N 
Farbstoffs nach blau Sy #1 fi 
ree > 
zeigte an, dab die Um- ®& i A, 
20 TT 7 7 i 


setzung der Nahrfliissig- 





keit von einem Alkali- 10 
scherwerden der Nahr- 
fliissigkeit begleitet war. pe 
An dieser Stelle mag da- g 
rauf hingewiesen werden, 2” 
daB dieser Umschlag des & 8 
Mycelfarbstoffs von Fox. 8 
eine objektive  Fest- > 43 
stellung des Alkalischer- ¥ 
werdens des Reaktions- 


milieus auch innerhalb der 
Zelle wahrend des aeroben 0 
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Abb. 14. a Dehydrierung von Alkoho! durch Fox. unter 
Zusatz von MAP. und Na-ATP. als P-Quelle bei ver- 
schiedenem Anfangs-py;- 


hat, ohne die Einfiihrung 
zellfremder Stoffe zu er- 


folgen. MAP., Anfangs-py 3,5: - ——-, 

, ‘ xs Anfangs- 6,0: ome, 
Versuch 12. Eine = sppstige vill ic th 

5 4 ATP., Anfangs-py 6,2: ———. 

weitere Versuchsreihe, b Dephosphorylierung der P-Donatoren. 


in der laufend P-Be- © Py-Anderung wiihrend des Versuchs. 
stimmungen und py-Bestimmungen gemacht wurden, ergab auch in 
dieser Hinsicht Ubereinstimmung mit den entsprechenden Glucose- 
versuchen. Das pu steigt sehr langsam, in den Versuchen mit dem 
Anfangswert 3,5 spaiter etwas rascher, auf 7 bis 7,5 an, ohne daf bei 
den Versuchen mit den Anfangs-py-Werten von 5 bis 7 ein voriiber- 
gehendes Saurerwerden der Lésung eingetreten ware. Damit ist be- 
stitigt, daB in Anwesenheit von MAP. oder ATP. der Dehydrierungs- 
reaktion durch Fox. eine Steuerung des py gegen die Neutralzone bei- 
geordnet ist (Abb. 14). 

Die Dephosphorylierung in diesen Versuchen erfolgt im ahnlichen 
Sinne wie bei der Verwendung von Glucose als Substrat und auch hier 
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ist ihr Verlauf, wenn die Ausbildung des Luftmycels ausbleibt, schw..». 
kend und von Riickphosphorylierung begleitet. 

Das Gesamtbild der Dehydrierungsversuche, verglichen mit deien 
des zymatischen Abbaues von Glucose unter gleichen Bedingungen wun 
mit Hilfe des gleichen Enzymsystems, ist folgendes: Die Finwirkung 
der verwendeten P-Donatoren ist, gemessen an der Kohlensaureent. 
wicklung und den morphologischen Erscheinungen, durchaus gleich. 


Fiir die Férderung dieser Untersuchungen sei der Deutschen Forschunys- 
gemeinschaft und dem Reichskuratorium fiir Technik in der Landwirtschaft 
aufrichtig gedankt. Fiir die Uberlassung wertvoller Praparate sind wir den 
Firmen J. G. Farbenindustrie A.-G., Pharmazeut. Abt., Frankfurt a. M.. 
Hochst, Dr. Georg Henning G.m.b.H., Berlin-Tempelhof, F’. Hoffmann. 
Laroche & Co., Akt.-Ges., Berlin-Basel, und der Schering-Kahlbaum A kt.-Ges., 
Berlin, sehr verbunden. Die eine von uns (#. D.) dankt der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir ein Stipendium. 


5. Erérterung und Zusammenfassung. 

Die Forschungsergebnisse .auf dem Gebiet des enzymatischen 

Zuckerabbaues fiihren immer mehr zu der Erkenntnis, daB die Wirkungs- 

weise eines Enzyms sich nicht damit ersch6pft, eine bestimmte Reaktion 

zu erméglichen. Uber die Aufklarung bestimmter Reaktionsfolgen und 

iiber die Aufstellung eines ganzen Reaktionsschemas fiihrt ein gerader 

Weg zu der Folgerung, daB ein Enzym erst im Rahmen eines Reaktions- 

systems seine Tatigkeit voll entfalten kann, in dem Energieerzeugung 

und Energieverbrauch aufeinander abgestimmt sind. DaB ein solches 

System nicht starr auf eine bestimmte Reaktionsfolge angewiesen ist, 

versteht sich fiir biologische Umsetzungen von selbst. Die jiingst er- 

schienenen Arbeiten von Meyerhof!, in denen er ein kiinstliches Gir- 

system aus Enzymen des Muskels und der Hefe zusammenstellt, sind 

sehr aufschluBreich im Hinblick auf den Wirkungsmechanismus der 

tnzyme. Obwohl ,,zelleigene‘* Reaktionen hier nicht mehr stattfinden 

kénnen, wird das Gesamtbild eines normal arbeitenden Enzymsystems ver- 

mittelt. Es scheint danach also méglich, Liicken eines Enzymsystems durch 

entsprechende Enzyme aus einem anderen System zu schlieBen und 

damit dem Gesamtablauf der enzymatischen Umsetzung in Gang zu 

bringen. Ubertragt man diese Betrachtungsweise der Enzymwirkung 

als integrierend ineinander greifende Phasenfolge auf die lebende Zelle, 
: so ergibt sich die zwingende Notwendigkeit, auch diejenigen Reaktionen, 
: die zur Synthese der Zellinhaltsstoffe oder Freisetzung elektrischer 
Energie” fiihren, in das System einzubeziehen. Die Arbeiten tiber 

zellfreie Garung haben bisher diese biologischen Synthesen unbeachtet 


1 Naturw. 25, 446, 1937. — 2 M.C. Potter, Bioelectric Potentials, 
8. 7, 38, Cambridge 1933; Centralbl. f. Bakt. 2. Abt., 93, 1, 1935. 
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velassen, obwohl sie sicherlich eine wesentliche, wenn nicht gar vorherr- 


hwan- 

: schende Rolle im Rahmen eines ,,lebendigen Garschemas* spielen. 
ae Das gilt besonders fiir Hefe als Beispiel fiir diejenigen Lebewesen, in 
ena denen die Zellvermehrung der wichtigste Energieverbraucher ist. 
irkung Im Stoffwechsel des Muskels kann die geleistete Arbeit, bei den Warm- 
seat. bliitern dariiber hinaus die erzeugte Warme, als Glied in der Phasenfolge 
h. der lebenden Zellen auftreten. Man mu entschieden die Méglichkeit 

beachten, daB die Reaktionen der zellfreien Garung nur Bruchstiicke 
hungs. [— des gesamten Reaktionsmechanismus darstellen!, die in der lebenden 
Ischait J Zelle eine nebengeordnete oder nur unwesentliche Rolle spielen und 
oad > ‘a die nur durch die Zerst6érung derjenigen Systeme, in denen der Aufbau 
‘sham der Zellinhaltstoffe Gegenspieler und Energieakzeptor der energie- 
t.-Giesx. [E liefernden Substratumsetzungen ist, in den Vordergrund gedrangt wird. 
tschen JF Jedenfalls geniigt es nicht, in der Beurteilung dieser Frage lediglich die 
eigene Uberzeugung?, die sich nicht auf Beweise stiitzen kann, ent- 
scheiden zu lassen. Um Mifverstandnissen vorzubeugen, sei hier 
' betont, daB kein AnlaB besteht, zu bezweifeln, da die in zahlreichen 
ischen J Arbeiten nachgewiesenen Umsetzungen von Enzympraparaten auch 
cungs- zelleigene Reaktionen darstellen kénnen. Die Frage ihrer Bedeutung 
tion fiir den ineinandergreifenden Gesamtumsatz der Zelle ist jedoch noch 
nund § keineswegs geklirt. Aus diesem Stand der Erkenntnis schien es er- 
rader forderlich, das in den bisherigen Mitteilungen iiber enzymatische Um- 
tions. setzungen mittels FIB. gesammelte Material zu erweitern. Fox., das 
igung fF fiir diese Arbeit zu Vergleichszwecken neu herangezogen wurde, unter- 
Iches —  schied sich nur insofern von FIB., als es bei stéchiometrisch iiberein- 
n ist, stimmender Kohlenhydratumsetzung ein kraftigeres Dehydrasesystem 
st er- besitzt. 
Gar- Bei der Weiterverfolgung der Phosphorylierung durch die lebende 
sind Fusariumzelle (zu diesen Versuchen wurde noch allein FIB. verwendet) 
‘ Ger ergab sich als Feststellung, da} das AusmaB der Phosphorylierung einen 
inden bestimmten Prozentsatz des vorhandenen anorganischen Phosphats 
aad nicht iiberschreitet, unabhingig von den Konzentrationsinderungen 
urch 
und 1 Vgl. hierzu z. B. Z. Dische, Enzymologia 1, 290, 1936: ,,Zwischen 
gs Zu der Glykolyse (und der Gaérung) in intakten Zellen und derjenigen in Zell- 
kung siften besteht insofern ein wesentlicher Unterschied, als die Zellglykolyse 
Zelle. ohne gleichzeitige Veresterung anorganischen Phosphats vor sich geht, 
an waihrend letzteres bei der zellfreien Glykolyse stets der Fall ist, wobei das 

‘ veresterte Phosphat in angehauften Hexosephosphorsiiureestern wieder- 
scher gefunden wird. Dieser Umstand muBte aufgeklart und gleichzeitig fest- 
tiber gestellt werden, inwieweit die in Versuchen iiber die Teilreaktionen der zell- 
htet freien Glykolyse gewonnenen Ergebnisse auch auf die Zellglykolyse An- 

wendung finden kénnen.‘‘ — * O. Meyerhof, Naturw. 24, 689, 1936; vgl. 
bale hierzu F. F. Nord, ebenda, 8. 763; Proc. 2-d internat. Congress for Micro- 


biology London, 8. 463. 1937. 
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des Substrats und Phosphats, ebenfalls auch unabhangig von Zusat zen 
von MAP. oder von Toluol als Mittel zur Beeinflussung der Ze'|. 
pe meabilitat. Sieht man als MaB fiir die Leistungsfihigkeit des Phos. 
phatesesystems die erreichten Héchstwerte der Phosphorylierung an. so 
ergibt sich die Wahrscheinlichkeit, daB im natiirlichen sowie in einen 
durch phosphorylierungsférdernde Zusatze beeinfluBten Enzymsystem 
des FIB. auch unter optimalen Bedingungen keine vollstandige (d. h. }is 
zum Verbrauch des Phosphats oder des Substrats gehende) Phosphory. 
lierung erreicht werden kann. Es besteht vielmehr fiir optimale be. 
dingungen ein substratunabhdngiges Gleichgewicht zwischen freiem, 
anorganischem und gebundenem organischem Phosphat. Die Tatsache, 
daB auch der Toluolzusatz das AusmaB der Phosphorylierung im Ver. 
gleich zur lebenden Zelle nicht beeinfluBt, 14Bt den SchluB zu, daB die 
am lebenden Zellsystem beobachteten Werte der Phosphorylierung 
die hier erreichbaren Héchstwerte darstellen. Dies erhéht den Wert 
der Beobachtungen iiber den fehlenden Zusammenhang zwischen 
Kinsetzen der Gairung und Phosphorylierung, die auch im Rahmen 
dieser Arbeit bestatigt werden konnte. 


Erginzend zu unseren friiheren Untersuchungen haben wir es 
unternommen, das Vorhandensein zelleigener Phosphordonatoren_ bei 
FIB. und Fox. zu priifen und ihre Mengenverhaltnisse zu bestimmen. 
Die gefundenen Mengen ergeben einen verhaltnismaBig geringen 
Gehalt von durchschnittlich 0,4 mg/100 g NaBgewicht Aminostick- 
stoff an ATP. bzw. MAP., wenn man sie mit den bei Hefe! (1,8 bis 
23mg) als AIP. und als MAP. 0,8 bis 0,9 mg und bei B. coli? 
(0,7. bis 1,5 mg/1l00 g NaBgewicht Aminostickstoff als ATP. ge- 
funden) ermittelten Zahlen vergleicht. Von auBen zugefiihrte MAP. 
baw. ATP. férdern mengenmaBig das Wachstum des Mycels. In 
diesem Mycel, das mikroskopisch keine Unterschiede gegeniiber der 
gewohnlich beobachteten Form zeigte, ist dann der zugefiihrte P-Donator 
bei Fox. in Form von ATP., bei FIB. daneben auch als MAP. 
bis zum 30fachen des Normalwertes gespeichert. Die Umsetzungen, 
die mit einem solchen ATP.- bzw. MAP.-reichen Mycel durchgefiihrt 
wurden, verliefen, solange in einem py-Bereich von 4 bis 7 gearbeitet 
wurde, nur unwesentlich schneller als in den parallel angesetzten Ver- 
suchen mit anorganischem Phosphat, und diese geringe Steigerung der 
biochemischen Leistung diirfte hinreichend durch das von den P-Dona- 
toren bewirkte stairkere Zellwachstum erklart sein. Da jedoch hierbei 
die genannten P-Donatoren in groBer Menge in der Zelle angehauft 
werden, mu8 man annehmen, da die tiber das normale Ma8B hinaus in 


1 ©, Lutwak-Mann u. T. Mann, diese Zeitschr. 281, 142, 1935. 
2 Dieselben, |. ¢. 
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Isat Zen der Zelle vorhandene Menge von ATP. bzw. MAP. ohne EinfluB bleibt 
r Zell. auf die Geschwindigkeit und die Steuerung des intermediaéren Kohlen- 
3 Phos. hydratumsatzes. 
, aN, So Die fordernde Wirkung von MAP. und ATP. auf den Zellumbau 
einen unter den oben genannten Bedingungen, die im Hinblick auf die Wasser- 
system stoffionenkonzentration als normal bezeichnet werden kénnen, ist eine 
~h. bis Bestatigung fiir die von uns schon friiher ausgesprochene Annahme, dab 
phory- bei dem Aufbau der Zellinhaltsstoffe der Phosphorsiure und ihren 
le Be. organischen Verbindungen eine wesentliche Rolle zukommt. Die Frage, 
reiem, JF ob die Adenylsiure und ihre Derivate iiberhaupt in der alkoholischen 
sache, Garung mitwirken, was Luler und Adler in einer kiirzlich erschienenen 
n Ver. [F Mitteilung! bezweifelt haben, soll jedoch durch diese Befunde noch 
ab die nicht beantwortet werden. 
wate j Die Betrachtung der enzymatischen Umsetzung als eine integrierend 
Wert ' jneinandergreifende Phasenfolge schlieBt die Bedingung ein, da der 
ischen JF Zusatz eines einzelnen Gliedes einer solchen geschlossenen Reaktions- 
thmen ' kette nur dann die Beschleunigung des gesamten Umsatzes der Zelle 
_ bewirken kann, wenn damit eine Liicke in der Phasenfolge geschlossen 
vir es [E wird. Als ein Beispiel hierfiir sind diejenigen Versuche anzusehen, in 
n bei — denen wir die Zellen einem Phosphathunger aussetzten und in denen 
nmen, — dann durch Zusatz von anorganischem oder organischem Phosphat die 
‘ingen E Liicke geschlossen und damit der normale Reaktionsablauf hergestellt 
stick. wurde. In der unversehrten, unter normalen Bedingungen gewachsenen 
8 bis [E Zelle ist das Vorhandensein einer Liicke im Enzymsystem unwahr- 
coli? : scheinlich und damit auch bei Zusatz eines nachweislich an der Reaktion 
. ge EP  beteiligten Hilfsstoffes kein wesentlicher EinfluB auf den Reaktions- 
MAP. verlauf zu erwarten. 
;- mn In einem ganz anderen Licht erscheinen die Versuche, in denen wir 
r der einen deutlichen Einflu8 der Adenylsiure auf den Garverlauf feststellen 
nator konnten. Die zum Zustandekommen dieser Erscheinung notwendige 
1AP., — Voraussetzung eines Anfangs-py von 3,5 liegt bereits an der Grenze 
ngen, — der physiologisch normalen Wachstumsbedingungen. Die Einleitung 
fiihrt der Reaktion mit einem gehemmten Wachstum, das Ausbleiben der 
beitet zelleigenen py-Regulierung, die Abhangigkeit der Reaktion von Luft- 
Ver- sauerstoff, das alles deutet darauf hin, daB hier eine Umstellung des 
g der gesamten Enzymsystems an einer wichtigen Stelle stattgefunden hat. 
Jona- FF Die Rolle der Adenylsdure als Schliisselsubstanz zur Umstellung des 
erbei Reaktionsmechanismus der lebenden Zelle ist zweifellos von der bisher 
hiuft — beschriebenen Wirkungsweise dieses Stoffes in enzymatischen Um- 
us in setzungen durchaus verschieden. Die durch Adenylsiure bei Fox. 


hervorgerufenen Veranderungen im Zellzustand bzw. Verschiebungen 


wr 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 246, 83, 1937. 


Biochemische Zeitschrift Band 293. 
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der Reaktionskinetik weisen darauf hin, daB eine Umstellung cor P 
enzymatischen Leistungen der Zelle von Garung auf Atmung erfolvt \ 
ist. Welche Rolle dabei der Adenylsiure zukommt, kann noch nic/\ 
entschieden werden. Einmal kénnte man annenmen, dab sie selbst i 


Sinne eines Atmungsferments wirksam ist, oder aber sie bildet dey é 
Ausgangsstoff fiir die Bildung eines Atmungsferments in der Zel|: | 
Beide Méglichkeiten lassen sich stiitzen durch die Verwandtschaft, cic 
Adenylsiure und Lactoflavin in ihrem Aufbau* erkennen lassen. ‘ 
Ribose-Phosphorsaéure Ribose-Phosphorsaure ; 

N N C N N . os 

of oN ore | 

C/ | | 
UC. JIN ee ee | 
ee ee . 
Ringskelett von Adenylsiure und von Lactoflavin 


In dieser Hinsicht scheinen die Feststellungen von Frisch und 
Willheim! iiber eine girungssteigernde Wirkung des Lactoflavins von 
Bedeutung. Erwahnenswert ist auch die Beobachtung einer atmungs- 
steigernden Wirkung von Adenylsiure, die Lennerstrand? bei Ver- 
suchen mit Trockenhefe machte. Allerdings ist diese Wirkung hier mit 
einer Steigerung der Phosphorylierung verbunden; eine solche Fest- 
stellung konnten wir in unseren Versuchen bisher nicht machen. 

Wahrend der Durchfiihrung unserer Arbeiten sind an zwei Stellen 
iibereinstimmende Befunde erhoben worden, die zeigen, daB sowohl im 
tierischen® als auch im pflanzlichen Gewebe 4 Glykolyse ohne Phosphory- 
lierung stattfinden kann. 

Needham stellt fest, daB neben der mangelnden BeeinfluBbarkeit 
durch Phosphatiibertriger in der Enzymausriistung des Hihner- 
embryos Liicken vorhanden sind, die eine von einer Phosphorylierung 
eingeleitete Glykolyse héchst unwahrscheinlich machen. Seine Beweis- 
fiihrung ist insofern sehr iiberzeugend, als sie sich im wesentlichen auf 
die zelleigenen Stoffe und deren Reaktionen beschrankt. 

Thunberg folgert aus seinen Versuchen iiber den oxydativen Starke- 
abbau durch ein im Gurkensamen befindliches Enzym, da dieser 
Vorgang eine vorherige Phosphorylierung nicht voraussetzt. 

Unsere friiheren Feststellungen, daB die alkoholische Garung der 
lebenden Zellen von FIB. nicht durch eine vorherige Phosphorylierung 


* Vel. auch E. Auhagen, Medizin u. Chemie 3, 155, 1936. — ! Diese 
Zeitschr. 287, 203, 1936. — ? Arkiv f. Botanik 28B, 3, 1, 1936. 
% Needham u. Lehmann, Chemistry u. Industry 56, 189, 1937. — 4 Thun- 


berg, Skand. Arch. f. Physiol. 75, 259, 1937. 
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anorganischen Phosphats eingeleitet wird, jedoch von ihr begleitet 
werden kann, sind nunmehr dahin zu erweitern, da Versuche beim 
eleichen und einem verwandten Enzymsystem, die vollwertige alkoho- 
lische Gaérungen hervorrufen, den organischen P-Donatoren lediglich 
eine Funktion beim Ze/lneubau zuschreiben. Eine Anhaufung solcher 
Donatoren im Mycel konnte zwar nachgewiesen werden, war jedoch 


unter normalen Bedingungen ohne wesentlichen EinfluB auf die Ge- 
schwindigkeit des Kohlenhydratabbaues. Die unter besonderen Ver- 
suchsbedingungen festgestellte Steigerung der enzymatischen Reaktions- 
folge nach Zusatz von Adenylsiure kann nicht durch eine Phosphat- 
iibertragung auf das Substrat hervorgerufen sein, da sie in entsprechender 
Weise auch beobachtet wurde, wenn Alkohol als Substrat Verwendung fand. 

Der derzeitige Stand unserer Versuche gibt weitere Anhaltspunkte 
fiir die bisher von uns vertretene Auffassung, daB eine Ubertragung 
von an sich richtigen Versuchen, die mit Hilfe zellfreier Enzymsysteme 
durchgefiihrt werden, auf die Reaktionsfolgen der lebenden Zelle nur 
mit der meist unterlassenen Einschrankung zulassig ist, daf sie allenfalls 
einen Teil der in der lebenden Zelle ineinandergreifend ablaufenden 
Gesamtheit der Reaktionen darstellen, wobei fraglich ist, ob alle be- 
schriebenen ,,zellfreien‘‘ Reaktionen einen Platz in der Phasenfolge 
in der lebenden Zelle beanspruchen kénnen. 











Die Wirkung des galvanischen Stromes auf Zellgrenzfliche 1‘, 
Von 
Fe. und Fr. Seheminzky. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Wiener Universitat.) 
(Eingegangen am 16, Juli 1937.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der eine von uns hat vor 15 Jahren an dieser Stelle berichtet, da} 


unbefruchtete oder auch befruchtete Forelleneier — die in normalem 
Zustande durchscheinend gelblich sind — nach galvanischer Durch. 


str6mung unter Wasser an der anodischen Seite durch den Ausfall des 
Eiglobulins undurchsichtig wei werden?. Bei diesen ersten Beob- 
achtungen konnten bereits zwei wichtige Tatsachen gefunden werden: 
1. DaB fiir den Globulinausfall eine gewisse Mindeststrommenge nétig 
ist, die jedoch durch einen schwachen Strom in ldngerer Zeit oder durch 
einen starken in kiirzerer Zeit geliefert werden kann; 2. daB diese Mindest- 
strommenge beim befruchteten Forellenei im Verlauf der Entwicklung 
vergroBert werden muB, da wahrend dieser die Empfindlichkeit des 
Kies sinkt. 

In spateren Arbeiten wurde zunachst der Mechanismus der Globulin- 
faillung an unbefruchteten Forelleneiern untersucht, da diese konstante 
Empfindlichkeit besitzen. Scheminzky und Gauster*® zeigten, daB der 
galvanische Strom zunachst auf die Grenzfldchen des Eies einwirkt: 
denn durch Messen der elektrischen Leitfahigkeit der die Eier um- 
spiilenden Fliissigkeit konnte nach galvanischer Durchstr6mung das 
Austreten von Elektrolyten nachgewiesen werden, dem erst spater der 
Globulinausfall folgt. Die urspriinglich fiir Salze impermeablen Grenz- 
flaichen werden demnach unter dem EinfluB des elektrischen Stromes 
fiir die Salze durchgdngig; mit dem Austreten dieser aus dem Ei fallt 
dann das Eiglobulin aus, Durch Einlegen solcher elektrisch geschadigter 
Kier in NaCl-Lésung kann wieder Aufhellung, d.h. Wiederlésung des 
gefallten Globulins erzielt werden. 

DaB die vom Strom bewirkte Permeabilitatssteigerung ebenso wie 
der Globulinausfall polar erfolgt, wurde in eingehenden Untersuchungen 
von Fe. und Fr. Scheminzky* u.a. durch Sichtbarmachen der aus- 
tretenden Salze nachgewiesen. Es stellte sich dabei heraus, daB die in 
der ersten Mitteilung beschriebene anodische Permeabilitatserhéhung 


1 Otto v. Firth zum 70. Geburtstag. — ? F. Scheminzky, diese Zeitschr. 
182, 154, 1922. — 8 F. Scheminzky u. F. Gauster, Arch. mikrosk. Anatom. 
und Entwicklungsmech. 101, 1, 1924. — 4 Fe. u. Fr. Scheminzky, Pfliigers 


Arch. 282, 808, 1933. 
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Die Wirkung des galvanischen Stromes auf Zellgrenzflachen. 


nur bei kleinen Stromstarken auftritt, wahrend bei Erhéhung der Strom- 
siirke eine kathodische Permeabilitaétsinderung erfolgt!. Fe. und 
Fr. Scheminzky (1. ¢.) zeigten ferner, daB die Eigrenzflachen nach ent- 
sprechend starker elektrischer Durchstrémung nicht nur fiir Salze, 
sondern auch fiir EiweiB, vor allem fiir das Eiglobulin selbst, durch- 


gingig werden. 

Diese letzte Beobachtung laBt vermuten, dafS der elektrische 
Strom an beiden Grenzflachen des Forelleneies angreifen muB. Eine 
dieser Grenzflichen wird durch die auBere Eimembran (Kikapsel) 
dargestellt, die andere durch die an der Oberflache des Eiinhalts liegende 
protoplasmatische Rindenschicht. Bogucki? fand isolierte Stiicke der 
Eimembran wohl fiir Kristalloide, wie NaCl oder KCl, nicht aber fiir 
Kolloide, wie EiweiB, durchgangig. Die im Ei in diffusibler Form vor- 
handenen Salze werden also offenbar schon durch die innere Grenz- 
fliche, d. i. die protoplasmatische Rindenschicht, zuriickgehalten, was 
selbstverstindlich auch fiir die EiweiBkérper gelten muB; wird die 
tindenschicht durchlassig, so kénnten wohl die Salze durch die Eikapsel 
austreten, nicht aber das EiweiB. Da nach elektrischer Durchstrémung 
Salze austreten, muB eine Beeinflussung der Rindenschicht  statt- 
vefunden haben, da aber auch Globulin nach auBen gelangt, muB auch 
die Eikapsel vom Strom beeinfluBt worden sein. 

Aufgabe einer weiteren Untersuchung war es daher, die Wirkung 
des galvanischen Stromes an den Grenzflachen selbst nachzuweisen. 
Da sich rein technisch die Eikapsel leichter untersuchen laBt als die 
protoplasmatische Rindenschicht, wurde zunachst der Stromeffekt an 
der ersteren verfolgt. Zu diesem Zwecke wurde der galvanische Strom 
dem Forellenei nur an einer engbegrenzten Stelle zugefiihrt und die 
abgeléste Eimembran nachher unter dem Mikroskop im frischen Zu- 
stande bzw. nach Farbung untersucht. Da das Forellenei als ein makro- 
skopisches Modell der Zellen angesehen werden kann, ist das Ergebnis 
der vorliegenden Untersuchung auch iiber die spezielle Fragestellung 
hinaus von allgemein biologischem Interesse, da solche Stromwirkungen 
bei jeder Art einer elektrischen Durchstré6mung vorkommen miissen. 


Methodik. 


Wahrend in den friiheren Versuchen (l.c.) die Forelleneier unter 
Wasser einem Feld mit parallelen Stromlinien ausgesetzt wurden und daher 
der galvanische Strom durch die gesamte Eioberflache trat, durfte fiir die 
vorliegenden, mikroskopischen Untersuchungen nur ein engbegrenzter 
Teil des Eies durchstré6mt werden. Zur Befestigung des Eies und zu einer 


1 Ein soleher Umschlag in der Wirkung des galvanischen Stromes in 
das Gegenteil, wenn die Stromstarke erhéht wird, ist kein ungew6éhnlicher 
Fall, sondern fiir zahlreiche andere Versuchsobjekte bereits bekannt. — 
2 M. Bogucki, Acta biol. exper. (Warszawa) 2, 19, 1928. 
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POS Fe. u. Fr. Scheminsky : 


nur punktformigen Stromzufiihrung wurde die in Abb. 1 dargestellte A 

ordnung getroffen. Um den U-férmig gebogenen Teil eines Glasstabes (; 
wurden nach dem Verfahren von Holzer! zwei Seidenfaden Ff und F, iy 
gegenseitigen Abstand von etwa 4mm gebunden. Zwischen diese wui 

das Forellenei E unter 'eichtem Druck eingeklemmt, so da es mit Hi fe 
dieses Tragers in eine Glaswanne mit flieBendem Leitungswasser versen || 
werden konnte und an den beiden Seitenflachen der Stromzufuhr zugingli: 

war. Diese erfolgte mit Elektroden El aus rechtwinklig umgebogenen Gla 

rohren, deren waagerechter Teil zu einer Spitze mit einer feinen Offnuny 
von rund '/,;qmm ausgezogen war. Der lotrechte Teil dieser Elektrocde 
enthielt einen Kohlenstab K mit 
der AnschluBklemme Al. Mit 
einer Einrichtung zur Feinbew: 
gung konnte die Elektroden 
6ffnung unmittelbar an die Ei 
oberflache gebracht werden. Da 
sich das Glasrohr El mit Wasse1 
fiillte, wurde der Strom vom 
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G 
( f Kohlenstab durch dieses bis zum 
a. = Ei geleitet. In der einen Ver 
( ) A suchsreihe erfolgte eine ,,uni- 
<— = polare*S Beeinflussung, d. h. es 
é 4 wurde nur eine der beschriebenen 
\ Elektroden dem Ei angelegt, als 
ew, zweite ,,indifferente’’ Elektrode 


diente eine in etwa 8em Abstand 
Abb. 1. Eitrager und Elektrodenanordnung. : : . ’ 

E Forellenci: El Glaselektrode: F,, F, Seidenfiiden, VO™ Ei befindliche, den Wannen- 
G Glasstab mit unten U-férmig umgebogenem Ende: querschnitt ganz ausfiillende 
K Kohlenstab; Al Klemme fiir den Zuleitungsdraht. Kohlenplatte. In einer zweiten 

Versuchsreihe wurde eine ,,bipo- 
lare’’ Einwirkung angewandt, d.h. es wurden dem Ei zwei gleichartige 
Elektroden nach Art von Abb. | angelegt. Die angewandten Stromstarken 
lagen zwischen 10 und 100 vA. 

Zur Durchstrémung wurde Gleichstrom von 400 Volt Spannung aus 
einem Réhrengleichrichter benutzt, durch dessen “Transformator die Strom- 
quelle frei von ErdschluB8 war. Die Einstellung der gewiinschten Strom- 
stirke und ihre Konstanthaltung trotz etwa auftretender Widerstands- 
schwankungen bzw. trotz Entwicklung gegenelektromotorischer Krafte 
erfolgte mit Hilfe der Sattigungsstromschaltung nach Scheminzky?; bei 
dieser befindet sich das Versuchsobjekt mit seinen Elektroden im Anoden- 
kreis einer Elektronenréhre mit kleinem Durchgriff, die durch entsprechende 
Unterheizung und Anwendung einer hohen Anodenspannung im Sattigungs- 
bereich arbeitet. 

Als Versuchsmaterial dienten unbefruchtete Forelleneier aus der Forellen- 
zuchtanstalt in Traismauer (N.-O.). Die Eier wurden in dem beschriebenen 
Trager so gelagert, daB sich die am Kranz der Olkugeln erkennbare Keim- 
scheibe stets oben befand. 

Nach der Durchstr6mung wurde das Ei mit seinem Trager aus der 
Wanne entfernt und mit diesem in 0,7°,ige NaCl-Lésung iibertragen, in 


! W. Holzer, Pfliigers Arch. 232, 835, 1933. — ? F. Scheminzky, Pfliigers 
Arch. 213, 119, 1926; vgl. ferner F. Scheminzky u. O. Hochstddt, ebenda 
230, 647, 1932. 
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der es mit einem Scherenschlag aufgeschnitten wurde. Die Offnung des 
foes muB in NaCl-Lésung erfolgen, damit der Eiinhalt sich sofort lést und 
die Membran nicht durch EiweiBniederschlage verschmutzt wird. Die 
Sehnittfihrung erfolgte in der Ebene senkrecht zur Durcehstr6émungs- 
richtung, so daB die Eikapsel in zwei Halbkugelschalen zerfiel, deren Mitte 
die zu erwartende ,,Strommarke™ tragen muBte. Nach Spiilung in frischer 
NaCl-Lésung wurde die vom Strom beeinfluBte Stelle aus der Halbkugel- 
schale ausgeschnitten und mikroskopisch untersucht, anschlieBend auch 
gefarbt. 

Zur Fdarbung wurde vor allem 0,5°,ige Osmiumsiaure herangezogen, 
in der die Eimembran infolge ihres reichen Gehaltes an Lipoiden und un- 
gesattigten Fettverbindungen! im Verlauf von einer halben Stunde braun, 
nach einer weiteren Stunde schwarz wird. AuBerdem wurden gelegentlich 
einzelne Stiicke der Eimembran mit 0,5°,,iger L6ésung von Kongorot an- 
yefarbt, das als hochkolloidaler Kérper nach den Untersuchungen von 
Adler? in die unveranderte Eikapsel fast gar nicht oder doch nur in die 
oberflachlichste Schicht eintreten kann, im Bereich der vom Strom beein- 
fluBten Stellen aber voraussichtlich tiefer eindringen miiBte. Von den 
einzelnen Praiparaten wurden mit Hilfe der ,,Contax** Mikrophotogramme 
angefertigt; die mit Osmiumsaure behandelten Membranstiicke konnten 
auch in Glycerin als Dauerpraparate eingeschlossen werden. Die Vorver- 
suche fanden im Winter 1935/36, die eigentlichen Untersuchungen im 
Winter 1936/37 statt. 

Ergebnisse. 

In rund 50 einzelnen Durchstré6mungsversuchen mit der be- 
schriebenen Anordnung zeigte sich nach dem DurchflieBen einer ge- 
wissen Mindeststrommenge ein zunachst im Bereich der Elektroden- 
éffnung lokalisierter Globulinausfall, der sich, wie Abb. 2 erkennen 
laBt, als weiBer opaker Fleck in dem sonst gelblichen und = durch- 
scheinenden Ei bemerkbar macht. Ebenso wie in friiheren Unter- 
suchungen trat diese Globulinfaillung um so friiher auf, je starker der 
Strom war, und es konnte auch hier wieder ein Umschlag des anodischen 
Globulinausfalles in einen kathodischen bei Erhéhung der Stromstirke 
beobachtet werden. Ein grundsatzlicher Unterschied wurde zwischen 
unipolarer® und ,,bipolarer’ Durchstrémung nicht gefunden. 

Wie bei den fritheren Versuchen breitete sich auch hier der einmal 
begonnene Globulinausfall allmahlich tiber das ganze Ei aus, da durch das 
vom Strom erzeugte ,,Loch*™ in den Grenzflachen schlieBlich die gesamten 
Elektrolyte aus dem Eiinnern ausstr6men. Da bei der vorliegenden An- 
ordnung die Stelle erhéhter Permeabilitét nur mikroskopische Ausmabe 
hesitzen konnte, ging das Abstrémen der Salze natiirlich langsamer vor sich, 
weshalb auch die Ausbreitung des Globulinausfalles entsprechend ver- 
zogert war. 

Wurde ein mit einem solchen weiBen Fleck versehenes Ei in der 
geschilderten Art gedffnet und die Eikapsel mikroskopisch untersucht, 

' Nach Untersuchungen von Mischer, zitiert nach O. Hertwig, Handb. 


d. Entwicklungsgeschichte der Wirbeltiere, Band I, Teil 1. Jena, Verlag 
Fischer, 1906. — * P. Adler, Protoplasma 15, 15, 1932. 
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so zeigte sich an der Eimembran deutlich eine ,,Strommarke™ in Fo; 
einer Aufhellung. Noch klarer konnte diese Strommarke durch Brau). 
farbung! mit Osmiumsiure bzw. Anfarbung mit Kongorot dargeste | 
werden, wobei insbesondere die Osmiumbehandlung eine Reihe y. 
Kinzelheiten erkennen lieb. 

Kine anodisch entstandene Strommarke zeigt Abb. 3 nach Brau. 
farbung der Membran mit Osmium; VergréBerung rund 40fach. Von 
innen nach auBben lassen sich deutlich drei Zonen unterscheiden: 1. Das 
Zentrum, das sich fast gar nicht mit Osmium gebraunt hat: 2. ein dunkle: 
ting, der jedoch noch immer heller ist als der am Rand der Abbildung 


Abb, 2. Forellenei: mit) punktférmigem Abb. 3. Anodische Strommarke in der Ei- 

Globulinausfall unter der Anode. Ver- membran nach Osmiumfirbung (Stromstiirke 

groBerung rund fiinffach (Contax-Auf- 10 uA, StromfluBzeit 22 Min.); VergréBerung 

nahme). rund 40fach. “Der Elektrodendurchmesser 

entspricht ungefiihr dem Durchmesser des 

dunklen Ringes (Contax-Aufnahme). 
ersichtliche, unverandert gebliebene Teil der Membran; 3. schlieBlich 
ein besonders dunkler Ring als Grenze gegen den unverandert ge- 
bliebenen Membranteil. Der Elektrodenrand fallt ungefahr mit dem 
unter 3. genannten Ring zusammen; es ergibt sich daher, daB an den 
vom Strom beeinfluBten Membrananteilen vor allem eine Abnahm 
der Braunung durch Osmiumsaure zu beobachten ist. Ganz ahnliche 
Bilder kénnen auch kathodisch auftreten und zwar dann, wenn bei 
groher Stromstirke der Globulinausfall dort beginnt. 

Von besonderem Interesse ist, daB bei schwacheren Str6men und 
kurzer StromfluBzeit (z. B. 20 bis 50 uA und 10 bis 5 Minuten) eine 


solche Strommarke auch dann bereits nachgewiesen werden kann, wenn 
das Ei am Ende der elektrischen Durchstr6mung noch keinen weiben 
Fleck zeigt, d. h. wenn der Globulinausfall also noch nicht eingetreten ist. 


' Nicht zu starke Einwirkung der Osmiumsaure ist deshalb erforderlich. 


weil sonst die Membran zu undurchsichtig wird und sich selbst in konzen- 
triertem Glycerin nicht so stark aufhellt, daB Einzelheiten zu erkennen sind. 
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Dirch diese Feststellung ist der histologische Beweis erbracht, dal 
die Wirkung des galvanischen Stromes auf die Zellgrenzflichen dem 
Ausfall des Eiglobulins jedenfalls vorausgeht. 

Farbungen der Eimembran mit Kongorot zeigen meist ein Negativ 
des Bildes, das bei Behandlung mit Osmiumsaure zu sehen ist. Die dem 
Zentrum entsprechende erste Zone nach: der oben gegebenen Reihung 
ist dunkel gefarbt, wahrend die dritte Zone heller als die unbeeinfluBte 
Membran bleibt. 

Wirken starke Stréme langere Zeit ein (z. B. 100 uA und 20 bis 
30 Minuten), so andert sich das geschilderte Bild der Strommarke. Die 
konzentrischen Ringe sind verschwunden, die Membran zeigt nur mehr 
Speiinge und Einrisse, die sich mit Kongorot besonders stark anfarben. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Wie die mitgeteilten Ergebnisse zeigen, konnte nach galvanischer 
Durchstr6mung der Forelleneier an der Eimembran tatsachlich eine 
Strommarke nachgewiesen werden, die stets dort auftrat, wo auch ein 
Ausfall des Eiglobulins zu beobachten war und die bei entsprechender 
Dosierung des galvanischen Stromes auch dann nachgewiesen werden 
konnte, wenn der Globulinausfall selbst noch nicht zustande gekommen 
war. Die Membranwirkung des Stromes mufs demnach dem Ausfall des 
Globulins vorangehen. 

Die bisherigen Versuche lassen allerdings noch keine Erklarung 
fiir die Entstehung der verschiedenen Zonen der Strommarke zu, die 
bei Anwendung schwacher und mittelstarker Str6me nach Art von 
Abb. 3 immer wieder zu beobachten sind. Die Tatsachen jedoch, dab 
schon an der frisch praparierten Eimembran die Strommarke als hellere 
Stelle zu erkennen ist, daB diese sich ferner mit Osmium jedenfalls 
im zentralen Anteil — weniger stark farbt, daB schlieBlich in den zentral 
gelegenen Stellen der Strommarke das schwer diffusible Kongorot 
leichter in die Membran eindringt, sprechen dafiir, daB die Wirkung des 
galvanischen Stromes auf die Eimembran in einer Permeabilitdts- 
steigerung besteht; diese aus den histologischen Befunden gezogene 
Folgerung wird durch das Ergebnis der friiher angefiihrten Unter- 
suchungen erhartet, in denen die DurchlassigkeitserhGhung aus dem 
Austritt der Salze und des EiweiBes indirekt erschlossen werden konnte. 
Ob diese Permeabilitatssteigerung durch eine bloBe Auflockerung der 
Eimembran oder durch eine stoffliche Membranverdiinnung zustande 
kommt, laBt sich nach den bisherigen Untersuchungen noch nicht 
entscheiden, da nur Flachenpraiparate angefertigt wurden: die vor- 
liegenden Versuche bediirfen daher einer Erganzung durch Schnitt- 
praparate, die jedoch erst im nachsten Jahre angefertigt werden kénnen, 
da Forelleneier nur im spaten Winter zu erhalten sind. 
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Soweit jedoch die Flachenpraparate einen SchluB zulassen, sch: 
es, als ob der galvanische Strom im Bereich der Strommarke weni 
eine Verdiinnung der Membran als vielmehr eine Auflockerung bewir! 
wurde. Trifft dies zu, dann kénnte die geringere Braunung der Memb: 
durch die Osmiumsaure im zentralen Teil der Stvommarke nur auf 
Verminderung des Lipoid- und Fettgehaltes in diesem Bereich zuriic! 
vefiihrt werden. Dies wiirde aber nichts anderes bedeuten, als dak die 
polare Wirkung des galvanischen Stromes sich vorwiegend auf dir 
Lipoid- und Fettsubstanzen der Zellgrenzflachen erstreckt. Unter diesem 
Gesichtspunkt erhalten die mit dieser Mitteilung begonnenen Unter- 
suchungen aber auch im Hinblick auf die Frage der Galvanonarkos: 
Bedeutung, die der eine von uns mit zahlreichen Mitarbeitern! in den 
letzten Jahren eingehend untersucht hat. Dabei stellte sich heraus, dai 
bei der Galvanonarkose eine unmittelbare polare Wirkung des galvani- 
schen Stromes auf die Nervenzellen vorliegen muB ; da sich diese Galvano- 
narkose mit der chemischen Narkose summieren bzw. potenzieren labt, 
darf vermutet werden, da der galvanische Strom an den gleichen 
Zellbestandteilen wie die chemischen Narkotica angreift. Durch die 
hier erérterte Wirkung des galvanischen Stromes auf die Lipoid- und 
Fettsubstanzen — die ja auch bei der chemischen Narkose eine wichtige 
Rolle spielen — gewinnt diese Annahme eine erhéhte Wahrscheinlichkeit. 
Die Untersuchungen werden daher auch in dieser Richtung fortgesetzt 
werden. 

Polare Stromwirkungen an Grenzflachen wurden bisher vor allem 
dann angenommen, wenn die zufiihrenden Elektroden aus Elektronen- 
leitern (z. B. Metallen) bestanden und diese dem biologischen Objekt 
unmittelbar auflagen, so das unter den Elektroden elektrolytische 
Wirkungen auftreten konnten. Der in dieser Mitteilung histologisch 
nachgewiesene polare Stromeffekt ist jedoch an einer Membran zustande 
gekommen, die als Grenzfldche zwischen zwei lonenleitern lag. Es kann 
demnach mit Sicherheit angenommen werden, daB ganz ahnliche Grenz- 
flachenwirkungen und Strommarken auch an einzelnen Zellen auftreten 
werden, die sich inmitten eines biologischen Gewebes befinden und an 
denen bloB ,,physiologische’* Elektroden liegen. Auch diese Fest- 
stellung ist im Hinblick auf die Frage der Galvanonarkose von Be- 


deutung. Fir diese SchluBfolgerung spielt es keine Rolle, daB die hier 


beschriebenen Wirkungen des galvanischen Stromes an der Membran 
des Forelleneies nicht reversibel sind; denn beim Forellenei kommt 


' BF. Scheminzky, Pfliigers Arch. 202, 200, 1924; Internationaler Physio- 
logenkongreB Leningrad 1935; Pfliigers Arch. 237, 273, 1936; F. Scheminzky, 
O. Hochstddt u. P. Adler, ebenda 237, 284, 1936; P. Adler, ebenda 230, 113. 
1932; H. Kraus u. W. Reiffenstuhl, ebenda 238, 380, 1933; P. Adler u. 
Cl. Hradecky, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 181, 541, 1936. 
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nimals eine spontane Anderung der gegebenen Durchlassigkeit vor, 


so daB auch keine Regulationsméglichkeiten so wie bei anderen 
Zellen vorhanden zu sein brauchen. 


Zusammenfassung. 


Es wird nachgewiesen, da bei galvanischer Durchstr6mung von 
Foreileneiern an der Eimembran polare Strommarken auftreten, die 
sich vor der weiteren Phase der Stromwirkung, dem Ausfall des Ei- 
globulins, ausbilden. Das histologische Bild dieser Strommarken 
spricht — ebenso wie das Ergebnis friiherer Untersuchungen — dafiir, 
daB der galvanische Strom dort, wo das Eiglobulin spater ausfallt, zu 
einer Permeabilitatssteigerung der Grenzflachen fiihrt. Da der Membran 
des Forelleneies die Elektroden nicht unmittelbar auflagen, die Strom- 
zufuhr vielmehr durch Wasser erfolgte, ergibt sich, da Strommarken 
an einer Membran auch dann auftreten kénnen, wenn diese als Grenz- 
fliche zwischen zwei lonenleitern liegt. Nach Farbungsversuchen mit 
Osmiumsaure kann vermutet werden, daB die Stromwirkung in einer 
Verminderung des Lipoid- und Fettgehalts im Bereich des zentralen 
Anteiles der Strommarke besteht. Die beiden zuletzt angefiihrten 
SchluBfolgerungen sind vor allem fiir die Frage der Galvanonarkose 
von Bedeutung. 





Uber die Verteilung der Phosphatide in normalen 
und pathologischen Herzen’. 


Von 
Fritz F. Urban. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 23, Juli 1937.) 


Weitverbreitet finden sich im Tier- und Pflanzenreich die durch 
ihren Gehalt an N und P als Untergruppe der Lipoide charakterisierten 
Phosphatide?. Wahrend aber der chemische Aufbau der einzelnen 
Vertreter dieser Gruppe jetzt weitgehend klargestellt ist, wissen wir 
iiber ihre physiologische Bedeutung weit weniger. Die Funktionen, die 
ihnen zugeschrieben werden, sind vor allem: Beteiligung am Fettstoff- 
wechsel, eine Rolle bei der Sauerstoffiibertragung und ihre Notwendig- 
keit fiir den strukturellen Aufbau_der Zelle. Die Phosphatide bilden ja 
nach Terroine und Mayer-Schaeffer das fiir den Kérper notwendige 
element constant’ unter den Fetten. Bloor hebt die Bedeutung der 
Phosphatide fiir die physiologische Aktivitat der Zelle hervor. Neben 
dem verschiedenen Gehalt der Organe und Differenzen in lebhaft 
wachsenden und nekrotischen Teilen von Tumoren ist es insbesondere 
die verschiedene Verteilung von Phosphatiden in stark beanspruchten 
trainierten und weniger gebrauchten Muskeln bei wilden und im Labora- 
torium im Kafig gehaltenen Tieren, die als Stiitze fiir seine Theorie 
herangezogen wird. Einen weiteren Hinweis fiir die Rolle dieser Lipoide 
bei der Zellstruktur erbringt Sinclair. Ihm ist es in jiingster Zeit ge- 
lungen durch Fiitterung von Elaidinsaure eine Trennung der Phosphatide 
in am Stoffwechsel beteiligte, rasch aufgenommene und rasch ausgeschie- 
dene, vornehmlich in der Leber nachgewiesene, und in Zellphosphatide, 
die, durch die Nahrung nur wenig beeinfluBt, sich vornehmlich im Muske! 
finden, zu erzielen. 

Trotz des groBen Interesses, das die Phosphatide erweckten, und 
trotz vieler Tierversuche, gibt es wenig Angaben tiber Organphosphatide 
beim Menschen. Die meisten Untersuchungen erstrecken sich auf die 
Lipoidverteilung im Blute. Meistens wird zur Bestimmung der Gehalt 


' Otto von Fiirth zum 70. Geburtstag. 2 Ausfiihrliche Literatur bei 
Thierfelder u. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phosphatide. Berlin, 
Julius Springer, 1930; Mac Lean u. Mac Lean, Lecithin and allied Subst. The 
Lipins, London. Longmans Green & Co., 1927; Magistris, Die Lipoide, Ergebn. 
d. Physiol. 31, 1931; sowie in Oppenheimers Handb. d. Biochem., Erg.-Bd. 1A: 
Klenk, S. 186, Bd. IL: Lohmann, 8S. 216; Lohmann u. Weiker, S. 250, Bd. 111: 
Kiihnau, 8. 644 u. 671, 1936, 
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an P oder Fettsauren herangezogen, iiber die Verteilung der N-haltigen 
Bausteine ist viel weniger bekannt. Und gerade hier liegt ein wesent- 
liches Unterscheidungsmerkmal der einzelnen Phosphatide. Lecithine 
enthalten Cholin als Base, die Kephaline Colamin, beide N zu P im 
Verhaltnis 1 : 1, wahrend das einzige, bis jetzt sicher bewiesene Diamino- 
monophosphatid Sphingomyelin neben Cholin noch den Aminoalkohol 
Sphingosin aufweist. In der vorliegenden Arbeit wird nun der Versuch 
unternommen, die Verteilung der Stickstofffraktionen der Phosphatide 
in einem menschlichen Organ zu untersuchen. 

Mit Riicksicht auf die von Bloor geiuBerten Ansichten schien es 
winschenswert, ein Organ zu wahlen, bei dem man Beziehungen zwischen 
Phospholipoid und Tatigkeit gut erkennen konnte. Zur Beantwortung 
dieser Frage ist gerade der an Phosphatid reiche Herzmuskel besonders 
veeignet; bietet sich hier doch die Méglichkeit, durch Vergleich normaler 
Herzen mit atrophischen und hypertrophischen die Abhangigkeit der 
Phosphatide vom funktionellen Zustand zu erfassen. 

Die Untersuchung der Herzphosphatide ist nicht nur aus den er- 
wihnten physiologischen Griinden der Abhaingigkeit von der Aktivitat 
des Organs von Interesse, auch von den Pathologen ist die Bedeutung 
der Phosphatide fiir die normale Funktion des Herzens betont worden. 
Durch die zur Hypertrophie fiihrende ursaichliche Veraénderung kann 
neben der bloBen funktionellen VergréBerung des Muskels auch eine 
Veranderung in seinem chemischen Aufbau bedingt sein. Neben Fallen 
von Atrophie und Hypertrophie wurden daher auch Faille von anderen 
Herzerkrankungen in die Untersuchung miteinbezogen. Es soll dies eine 
Erganzung zu den bisherigen Angaben iiber die Lipoide des gesunden 
und kranken Herzmuskels sein, die bisher nur durch den P-Gehalt 
erfaBt wurden. 

Neben der absoluten Héhe des lipoidgebundenen Stickstoffs 
war es auch Absicht, Verhalten der einzelnen N-Fraktionen und damit 
das Verhaltnis Lecithin zu Kephalin zu bestimmen. Die meisten Angaben 
iiber die quantitative Verschiebung von Phosphatiden beziehen sich auf 
Gesamtphosphatid. Uber das Verhalten der einzelnen Teilfraktionen 
bei verschiedenen physiologischen und pathologischen Zustanden der 
Organe ist fast gar nichts bekannt. Im Blute wird bei den neueren 
Arbeiten dieses Verhaltnis mitbestimmt, doch sei vorweggenommen, 
daB bei der Beurteilung aller bisherigen Ergebnisse die angewandte 
Methodik ausschlaggebend ist. 

Nun wissen wir, da sowohl Lecithin als Kephalin als auch die 
basischen Bausteine Cholin und Kolamin pharmakologisch und physio- 
logisch ein differentes Verhalten zeigen. Wirkt sich dieser Gegensatz 
auch in einer wechselnden Zusammensetzung der Organlipoide bei 
verschiedenen funktionellen Zustanden, also beim Herz, bei atrophischen 
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und hypertrophischen Muskeln gegeniiber normalen aus? Ergibt <ic) 
hier ein Abweichen bei pathologisch geschidigten Herzen gegenii\ye 
normalen und solchen, die zwar erkrankt, aber noch funktioie 
leistungsfahig waren?’ Aus all diesen Griinden schien es interessi nt. 
Phosphatide des Herzmuskels auf die Zusammensetzung ihrer Stickstoff. 
anteile zu untersuchen. 


Die meisten Verfahren zur Trennung der Phosphatide beruhen auf de 
Abtrennung derselben durch Aceton, MgCl,-Fallung und Reinigung dure); 
mehrfaches Umfallen. GroBe Schwierigkeiten sind durch Begleitstotfe 
bedingt, die sich nur schwer abtrennen lassen. Um aber alle Unterschiede 
zwischen normalen und pathologischen Herzen zu erfassen, wurden hie: 
zur Untersuchung Rohextrakte herangezogen, um auch ein etwaives 
differentes Verhalten, das durch N-haltige Begleitstoffe bedingt sei, aut 
decken zu kénnen. 


Materialgewinnung und Methodik. 


Zur Gewinnung der Herzphosphatide wurde hier das Sorgsche 
Verfahren! herangezogen, das fiir Herzmuskeluntersuchung angegeben 


~ 


wurde. 


Die Herzen verdanke ich zum gréB8ten Teil der Freundlichkeit ces 
hiesigen pathol.-anat. Instituts (Vorstand Prof. Chiari) sowie einige Normal. 
fille auch dem gerichtl.-mediz. Institut (Vorstand Prof. Reuter), wofiu 
auch an dieser Stelle mein verbindlichster Dank ausgesprochen sei. 

Der Herzmuskel wurde von allém anhaftenden Endo- und Epikard 
sowie sichtbarem Fett befreit und nach der Zerkleinerung im Hoffmeister 
schen Apparat mit Methylalkohol extrahiert, dem nach Diemair? elektive 
Lésungsfahigkeit fiir Phosphatide zukommt. ‘Unter Abweichung vom 
Originalverfahren wurde (bei einer Gesamtmenge von etwa 70g Herz 
jeweils 10 bis 20 g auf einmal extrahiert und die Extraktion dreimal wieder- 
holt. Kontrollversuche ergaben, daB dies zur praktisch voélligen Extraktion 
geniigt. |Methylalkoholextrakt (dreimalige Extraktion) = 60 mg-°, NX, 
vierter Extrakt 0,4 mg-°, N.] Zur Vorsicht wurde der Riickstand ein- bis 
zweimal mit Ather extrahiert. Einengen im Vakuum bei 40° bis zur Trockne 
unter Durchleiten eines N-Stroms und méglichst baldiges Lésen des Riick- 
standes in Petrolather, da dieser gegeniiber Ather mehrere Vorteile bietet 
(s. Kirk, Page und van Slyke*). Der Petrolatherextrakt wurde iiber Natrium-. 
sulfat getrocknet, filtriert und auf ein bestimmtes Volumen erganzt. Aliquote 
Teile des Extrakts wurden nun nach Vertreiben des Petrolathers mit 7 °,iger 
Salzsiure im Wasserbad 16 bis 22 Stunden lang hydrolysiert. Nach Ab- 
kiithlen wurde filtriert, sorgsam nachgewaschen, neutralisiert und nach 
Zusatz von einigen Tropfen Essigséure auf 25 ccm aufgefiillt. In dem 
Hydrolysat wurde nun Gesamt-N nach Kjeldahl sowie Amino-N nach 
van Slyke bestimmt. Hierbei wurde die von Kirk, Page und van Slyke*® an- 
gegebene Zeittemperaturtabelle zur vollstandigen Erfassung des Kephalin-\ 
der Bestimmung zugrunde gelegt. Die Cholinbestimmung wurde nach 


' Sorg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 97, 1929. — 2 Diemair, Ble yer 
u. Ott, diese Zeitschr. 272, 119, 1934. —- * Kirk, Page u. van Slyke, J. of 
biol. Chem. 106, 203, 1934. 
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Roman! durchgefiihrt. Die Bestimmung des Perjodids erfolgte durch das 
Kj-idahl-Verfahren, wie es Stanek* selbst sowie spater Singer® und Bohn 
und Schlapp * anwandten. Versuche an reinen Cholinlésungen ergaben bei 
Verwendung der Jodbestimmung einen geringen Fehler, bedingt durch 
kleine Verluste an Jod, wie durch Bestimmung des N- zu J-Verhaltnisses 
nachgewiesen werden konnte, wahrend bei Bestimmung des Perjodid- 
stickstoffs ausgezeichnete Resultate erzielt wurden. Zur Fallung gelangten 
0,2 bis 0,6 mg Cholin-N, der, wie Tabelle I zeigt, vollkommen erfaBt wurde. 
Romans Bedingungen bei Fallung und Auswaschen miissen genau ein- 
gehalten werden. Das Perjodid wurde auf gewaschenem Asbest gesammelt 
und mit diesem dann verascht. Neben Versuchen an reinen Lésungen 
wurde auch durch mehrmalige Kontrolle an Loésungen von Lecithin Merck 
und Kahlbaum der Beweis erbracht, da der Phosphatidstickstoff voll- 
kommen erfaBt wird und keine St6érung der Cholinfalhung stattfindet. In 
Tabelle I ist das Ergebnis der Kontrolluntersuchung zusammengefaBt. 


Tabelile I. 





Gesamt-N, || Als Perjodid-N Als Amino-N 
Art der Lisung direkt $$$ $< sae cs es 
mg-%o || mg-%/y 0/9 mg-/5 0/9 


Summe 


Cholinlésung 25,5 25,3 99 99 
57,1 56.6 99 99 

30,2 30,1 100 100 

Colaminlésung 25,2 25,5 101 101 
34,1 34,1 | 100 100 

Cholin + Colamin 64,6 24,8 38 41,2 64 102 
Lecithinlésung 31,8 27,9 88 4,2 13 101 
(wie bei Herzextrakt 71,9 60,7 85 10,0 14 99 
hydrolysiert) 23,5 19,4 83 38 14 97 


Die Phosphorbestimmung wurde nach Lieb durchgefiihrt, nach der 
Beschreibung bei Friedrich®. Veraschung erfolgte auf nassem Wege, Mo- 
lybdatbestimmung durch Wagung. 


Versuchsergebnisse. 


Bevor an die Untersuchung der Lipoidverteilung in menschlichen 
Leichenorganen herangetreten werden kann, mu die Frage entschieden 
werden, ob durch postmortale Vorginge eine Veranderung eintritt. Angaben 
hieritiber macht Kutschera®, der bei seiner ausfiihrlichen Arbeit itiber Herz- 
schwache angibt, daB vor Ablauf von 12 Stunden keine wesentliche Ver- 
inderung eintritt. Teorell und Norberg? untersuchen das Verhalten der 
Phosphorfraktionen bei der Autolyse von Organen. Hierbei geht der Gehalt 
an Lipoid-P im Katzenherz innerhalb von 17 Stunden von 89 auf 84 mg-°, 


1 Roman, diese Zeitschr. 219, 218, 1930. — 2 Stanek, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 46, 280, 1905. — * Singer, diese Zeitschr. 179, 432, 1926. 

4 Bohn u. Schlapp, Zeitschr. f. klin. Med. 119, 140, 1931. —- ® Friedrich, 
Die Praxis der quantitativen organischen Mikroanalyse. Wien, Deuticke. 
— ® Kutschera, Uber Herzschwache, Wien. Arch. f. inn. Med. 18, 209, 1929. 
— 7 Teorell u. Norberg, diese Zeitschr. 249, 53, 1932. 
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zuriick. Im selben Sinne sprechen die Befunde von Strack! und Mitarbeii 
die keine Zunahme von freiem Cholin in der Skelettmuskulatur beobac}, ie) 
konnten. Trotzdem wurden noch eigene Kontrollversuche durchgefii 
Hierbei ergab sich bei zwei Versuchen keine Abnahme nach 48 Stunden. 
einmal war nach 72 Stunden eine Verringerung um 9°, eingetre/en, 
wobei aber das Verhaltnis Cholin-N zu Amino-N vollkommen gleichblie}, 
Eine Fehlerméglichkeit durch die zwischen Tod und Verarbeitung yer. 
strichene Zeit, im Durchschnitt 12 Stunden, ist also zu verneinen. 
Durch die verschiedenen Arbeiten von White?, Kutschera® und Wassv) 
meyer* ist es bekannt, daB die einzelnen Herzabschnitte in ihrem Gelval 
an Lipoid variieren. Um zuniachst einen Uberblick iiber die Verhailtniss¢ 
der N-Verteilung zu bekommen, wurden beide Kammern gemeinsam unter- 
sucht, wobei auf gute Durchmischung des Herzbreies geachtet wurde. 


Das Ergebnis der N-Verteilung ist in Tabelle I] und II] zusammen. 
gefaBt. 
Tabelle II. 





Cholin-N 


Befund Gesamt-N 


mg-°/o mg-°9/9 0 
normal 62,2 18,7 30 
69,0 20,0 29 


55,8 _ 
61,8 18,0 29 


Mittelwerte : aes 18,9 | 29% ; 49** = 29 

* Ohne Fall 3. Der Versuch wurde als “Autolyse-Kontrollversuch angesetzt und dah 
nicht weiter fraktioniert. — ** Die Prozentwerte sind fiir 64,3 mg-°/,) berechnet. 

Die Werte fiir Gesamtstickstoff entsprechen den im Hydrolysat 
bestimmten, die direkt im Petrolaitherextrakt bestimmten liegen um 
4 bis 5°, héher. Um das Verhalten dieses N-haltigen Anteils zu er- 
forschen, wurde unldéslicher Riickstand samt Filter abwechselnd mit 
Petrolather und Wasser aus dem Hydrolysékélbchen in einen Meti- 
zylinder iiberfiihrt. Hierbei fand sich ein Bruchteil von 0,5°, in der 
wisserigen Phase, wahrend der Rest in der Petrolatherschicht 
verblieb. Es steht dies im Einklang mit alteren und neueren Literatur- 
angaben, die alle darauf hinweisen, daB ein kleiner Teil des Stickstoffs 
an den Fettsiuren haftet (Klenk®, Koganei®, Trier’, Mac Lean’. 
Rudy und Page). 


! Strack, Wérdehoff, Neubaur u. Geissendérfer, Zeitschr.f. physiol. Chem. 

233, 189, 1935. — *® White, Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 184, 1929. 

3 Kutschera, Uber Herzschwache. Wien. Arch. f.inn. Med. 18, 209, 1929. 
4 Wassermeyer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 177, 573, 1935. — °° Thier 
felder u. Klenk, Chem. d. Cerebros. u. Phosphatide. —- * Koganezi, J. oi 
Biochem. 38, 15, 1924. — * Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 141, 1913. 
8 Mac Lean, Lecithin u. allied Subst., Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 
360, 1908; 57, 296, 1908; Biochem. J. 4, 38, 1908; 6, 355, 1912. — ® Rudy §& ‘ 
u. Page, Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 251, 1930; 205, 25, 1932. Hohe 
Bi 


geste 
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Obwohl die Vermutung ausgesprochen wurde, dai dieser Stickstoff 
der Colaminfraktion zugehérig sei, wurde eine diesbeziigliche Korrektur 
nicht vorgenommen, da ja nicht sicher war, ob nicht hier in den Roh- 
extrakten andere Stickstoffverbindungen dabei beteiligt seien. 


Tabelle III. 





Cholin-N Amino-N 


Befund Gesamt-N Defizit 


mg-°/5 mg-°/o %o mg-°/o os 


Hy pertrophiefille. 
Hypertrophie, 63,8 15,1 2 31,8 
besonders links 
Hypertrophie, 63,6 , 26 28.9 
besonders rechts 
Rechtshypertrophie, 58,5 15,9 
leichte parenchymatése 
Degeneration, 
nach Pneumoni 


Mittelwert : 62,0 16,5 
Atrophiefalle. 

Braune Atrophie 74,5 || 25,6 

Leichte Atrophie und 49,4 15,1 

Erweiterung 


| 
i} 
} 
i] 

| 

} 
" 


Braune Atrophie und 60,3 15,9 
| 


Erweiterung i 
i 5 1} ee 
Mittelwert: 61,4 18,9 30 


Falle von Tod an Herzschwache. 
Hypertrophie und Dila- 64,5 18,9 | 29 
tation, Mitralstenose, 
fettige Degeneration 
Fettige Degeneration, 
Dilatation, 
akute Herzschwache 
Mittelwert : 55,1 16.1 
Andere Herzfalle. 
Parenchymatése 105,0 25,0! 24 
Degeneration, Dila- 
tation, nach Meningitis 


Akute Dilatation 68,9 17,4 25 36,0 
Fettige Degeneration, 91,0 20,2 22 46,0 
leichte Dilatation, 

nach Urosepsis 


Gesamtmittelwert aller 
pathologischen Fille : 67,7 5. 27 33,6 | 50 
In Tabelle Il sind die Befunde an normalen Herzen zusammen- 
gestellt. Die Werte sind ziemlich gleich, sowohl in bezug auf die absolute 
Héhe derselben als auch insbesondere des prozentuellen Verhaltnisses des 


Biochemische Zeitschrift Band 293. i8 
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Cholin- und Colaminanteils: auffallig ist, daB ein Teil des Stickstof. 
bei keiner der beiden Fraktionen erfaBt wird. 

In Tabelle III finden sich die Ergebnisse am_pathologischey 
Herzen nach Gruppen geordnet. Bei hypertrophischen Herzen eryi} 
sich kein Unterschied gegeniiber normalen. Die Werte liegen nahe 
aneinander. Bei den Atrophiefallen findet sich eine groBe Streuuny 
der Werte bei gleichem Durchschnittswert. Erwahnenswert vielleicht ix 
eine kleine Abnahme des Defizits, bedingt durch Zunahme des °/-Anteils 
bei den bekannten N-Fraktionen. Die dritte Gruppe bilden zwei Fiille 
von Tod an Herzschwache. Einmal ein Durchschnittswert und einma| 
ein niederer Wert, aber doch auch 70°, des Gesamtdurchschnitts 
in beiden Fallen gleiche °,-Cholinverteilung und eine geringfiivig: 
Verschiebung des NH,-Stickstoffs. SchlieBlich noch drei Falle ander 
weitiger Herzerkrankungen. Hier ergibt sich bei zweien eine deutlich 
Erhéhung. Beide Male lag eine septische Erkrankung (Meninvitis 
Urosepsis) vor, die zum Tode fiihrte. Die fettige und paremchymatise 
Degeneration des Herzmuskels allein kann fiir diese Erhéhung nicht 
verantwortlich gemacht werden.~ Im Falle 11 und 12 sowie Fall 7 
bestand ebenfalls fettige und parenchymatése Degeneration ohne Er- 
héhung des Phosphatid-N. Bei diesen hohen N-Werten ergibt sich ein 
Gleichbleiben des prozentuellen NH,-Anteils und ein geringes Ab 
sinken des Cholinanteils und ein dementsprechendes Ansteigen des 
Defizits. In beiden Fallen ergibt sich aber aus den absoluten Werten, 
daB der gréBere Teil der Steigerung durch Zunahme des Phosphatid-N. 
insbesondere der Colaminfraktion bedingt ist und nicht durch die un. 
bekannten Substanzen. Bei Vergleich des Mittelwertes aller Fiille 
zu den Normalfallen ergibt sich ein festes Beharren an der Relation 
des Cholin-N zum Amino-N, wobei der gréBere Teil auf Amino-\ 
entfallt. Auch die absoluten Werte entsprechtn einander. 

‘Gleichzeitig wurde in fast allen Fallen der Phosphorgehalt und 
damit die Relation N: P bestimmt. Die Phosphorbestimmung erfolgte 
im Petrolatherextrakt. Daher wurden zur Berechnung der Relation N: P 
die N-Werte ebentalls im Petrolitherextrakt herangezogen, die um 
ein geringes héher sind, als die Hydrolysezahlen (Tabelle IV). 

Auch hier ergibt sich keine groBe Abweichung zwischen normalen 
und pathologischen Fallen, jedoch ein etwas geringerer Durchschnitts. 
wert bei Atrophiefillen. Bei den Fallen von Herzschwiche findet ma 
einmal einen hochnormalen, einmal einen niederen Wert entsprechend 
dem niederen N, aber auch hier keine groBe Abnahme. Die Relation 
N: P ist bei normalen 2:1, bei den pathologischen Fallen 2,3: 1. Dies 
stimmt mit der Angabe von Page! und Mitarbeitern tiberein, die bei 


' Page, Kirk, Lewis, Thomson u. van Slyke, J.of biol. Chem. 111, 6 


») 
oO. 
» 


l 
1935; van Slyke, Page, Kirk u. Farr, Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 32, 
837, 1935. 
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Tabelle IV. 





Wasser- 
Befund gehalt | Alter 
9/9 mg-°/o | mg-9), mg-9/ 


P Mittel 


normal 80 40 66 
& ) 5 ] 7 i 
78 34 56 
80 56 66 


73 


Hypertrophie 81 56 68 

” 79 56 68 

* 81 52 62 

Atrophie 78 64 79 

re 79 57 52 

” 80 51 64 

Herzschwache 80 50 67 

* 78 59 48 

Andere Herzfille 80 16 108 

° * 78 46 73 
Mittelwert aller pathologischen Fille: 69 67 
Nur bei normalen Fallen: 65 43 


Bestimmung der Plasmalipoide schwankende Verhiltnisse von N : P 
. * . oa . . . . 
mit starkem Uberwiegen des N erhielten und auch eine nichtphosphatid- 
artige N-haltige Substanz gefunden haben. Ahnliche Beobachtungen 


bei Blutphosphatiden wu ‘den schon oft gemacht (Channon und Collinson, 
Page, Pasternack und Burt?, Hésch*, Stewart und Hendry*, Erickson 
und Mitarbeiter®). Nun wiirde das hier vorliegende Verhaltnis N : P 
ja noch zumindest bei normalen mit dem Vorliegen von reinem Diamino- 
monophosphatid erklart werden kénnen. 


Aus den Lésungsbedingungen der einzelnen rein dargestellten Phospha- 
tidgruppen (Lecithin, Kephalin, Sphingomyelin) kann nichts iiber ihre 
An- und Abwesenheit in Gemischen ausgesagt werden. Zwar lést sich 
Sphingomyelin nicht in Petrolither, aber durch andere Phosphatide sowie 
Fette kann es leicht in Lésung gebracht werden. (Mac Lean®, Heinlein’, 
Lintzel und Monasterio’, Snider und Bloor*). N-haltige Begleitstoffe, die 
an sich wasserléslich und atherunléslich sind, kénnen aus den Rohextrakten 
nur schwer entfernt werden (Mac Lean; s. auch Klenk"®). 


Nun ist nach den neuesten Untersuchungen unter den vielen 
angegebenen Polyaminophosphatiden nur Sphingomyelin sichergestellt, 
dieses enthalt aber an basischen Bestandteilen Cholin und Sphingosin, 


1 Channon u. Collinson, Biochem. J. 28, 663, 1929. — * Page, Paster- 

nack u. Burt, diese Zeitschr. 2238, 445, 1930. — * Hésch, Klin. Wochenschr. 
10, 881, 1931. —~- 4 Stewart u. Hendry, Biochem. J. 29, 1683, 1935. 
> Erickson, Williams, Hummel u. Macy, J. of biol. Chem. 118, 15, 1937. 
* Mac Lean, Lecithin und allied Subst. — * Heinlein, Zeitschr. f. exper. 
Med. 91, 638, 1933. — 8 Lintzel u. Monasterio, diese Zeitschr. 241, 273, 
1931. — %® Snider u. Bloor, J. of biol. Chem. 99, 555, 1932. — !° Klenk, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 231, 1933. 


iG* 
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und diese beiden miissen sich nach der Hydrolyse in den zwei unter. 


suchten Fraktionen finden es bleibt kein Platz fiir ein Defizit. Ay) 
eine Beimengung von N-haltigen Bausteinen von bekannten Phosphia- 
tiden kann nach dem Gesagten dieses Defizit nicht erklaren, so (ai 
auch Nichtphosphatid-N anwesend sein mui. 

Um zuniichst eine Stérung der Cholinbestimmung im Herzextrakt :\)s 
zuschlieBen, wurden Zusatzversuche gemacht und alles Cholin gefundey, 
Cholingehalt direkt 18 mg-°o 
berechnet: 2,42 mg 
Zusatz zu Hydrolysat, Cholin zugesetz aa 

: 5 ” Sesetzt (gefunden: 2,42 
jberechnet: 4,53 mg 


Zusatz zu Petrolatherextrakt, Cholin zugesetzt ie 
(gefunden: 4,50 


Jetzt wurde versucht, durch Behandeln mit angeséuertem Wasser 
entsprechend den Angaben von Page und van Slyke} eine Reinigung 
zu erzielen. Bei mehrmaligem Ausschiitteln des Petrolatherextrakts 
liefen sich aber nur 4 °%, des Stickstoffs auf diese Weise entfernen, so dat} 
dieses Verfahren nicht weiter dufchgefiihrt wurde. 


Das tibliche Darstellungsverfahren ist die Fallung der Phosphatide 
mittels Aceton und 4% igem MgCl,; bei Untersuchung der durch 
zweimalige Umfallung gereinigten Herzphosphatide fanden sich 92°, 
als Phosphatid-N, wahrend 8°, als Verunreinigung in der Mutterlauge 
blieben. Das umgefallte Phosphatid enthielt aber wieder 27 °, als Cholin-N 
und 50%, als Amino-N; die Prozente sind auf die urspriingliche Aus- 
gangsmenge gerechnet und entsprechen vollkommen dem Rohextrakt, 
so da von der Anwendung dieses umstindlichen Verfahrens Abstand 
genommen werden konnte. Ein Teil des Defizits, aber bei weitem 
nicht das Ganze, war also durch Nichtphosphatid-N erklart. 


Mac Lean gibt als Begleitstoff einen purinhaltigen K6érper an, den e1 
Carnithin nennt. Zum Nachweis solcher Verbindungen wurde nach de: 
von Edelbacher® angegebenen Modifikation der Schmidtschen*® Purin- 
hestimmung der Gehalt des Hydrolysats bestimmt. Hierbei ergab sich bei 
Fall 2 ein Purin-N-Gehalt von 7°, bei Fall 14 ein solcher von 4°. Die an 
sich niedrigen Werte sind aber durchaus nicht als Purin-N sichergeste!|!t. 
Nach den Untersuchungen von Edelbacher und Jucker ergibt die Methodik 
auch bei sicher purinfreiem EiweiBkérper geringen, scheinbaren Purin-N. 
Aber selbst wenn es sich wirklich um Purin handeln sollte, ist damit keines- 
wegs das vorhandene Defizit gedeckt. 

Nun erwaihnt Alenk* in seiner Arbeit tiber Sphingomyeline des 
Herzmuskels, daB er aus seinen Extrakten reines Kreatin gewonnen 


' van Slyke u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 111, 634, 1935. 2 Edel- 
bacher u. Jucker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 78, 1936. 3 Schmidt, 
ebenda 219, 191, 1933. — 4 Klenk, ebenda 221, 67, 1933. 
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habe, und Rudy! findet bei serologisch-chemischen Untersuchungen 
iiber Herzlipoidantigen ein starkes Festhaften des Kreatinins im 
itherischen Extrakt. Daraufhin wurde nun der Extrakt auf seinen 
Kreatin- bzw. Kreatiningehalt nach dem Folinschen? Verfahren unter- 
sucht. Die Ergebnisse waren recht schwankend. Wahrend das eine Mal 
bei Untersuchung des zur N-Verteilung mit 7° ,iger Salzsaéure ge- 
wonnenen Hydrolysats kein Kreatinin gefunden wurde, ergab sich 
bei einem anderen Falle ein Gehalt von 4°, des Gesamt-N an Krea- 
tinin-N. Eine Bestimmung mit n-HCl mit kurzer Hydrolysedauer 
ervab einen Wert von 16°, Kreatinin-N, auf Gesamt-N gerechnet. 
Zweifellos spielt mitgerissenes Kreatinin bzw. Kreatin eine nicht un- 
betrachtliche Rolle in dieser unaufgeklarten Stickstofffraktion. 


Inwieweit werden dadurch die Befunde bei der N-Verteilung 
beeinfluBt ? Nach Beattie? stért Kreatin die Perjodidmethode und 
kénnte zu hohen Cholinwert vortaéuschen. Das ist jedoch nicht der Fall. 
Reine Kreatininlésung reagiert erst bei weit héherer Konzentration 
mit Jod. In einem Versuch, in dem einer Cholinlésung Kreatinin 
zugesetzt wurde in dem Verhaltnis, wie es in den Extrakten gefunden 
wurde, ergab sich statt 8,39 mg 8,76 mg, ein Plus von 4 °,, das innerhalb 
der Fehlerbreite liegt. 


Etwas ungiinstiger liegen die Verhaltnisse beim Aminostickstoff, 
was ja bei dem allgemeinen nur gruppenmaBigen Charakter dieser Be- 
stimmung nicht wundern kann. Hier ergab die Bestimmung einer 
reinen Kreatininlésung bei der Dauer der Durchfiihrung, die nach der 
van Slykeschen Kephalin-Tabelle durch die Temperatur bedingt ist, 
ein Erfassen von genau ein Drittel Kreatinin-N*, so daB unter Zugrunde- 
legen des ungiinstigsten Wertes von 16°% ein Wert von etwa 5%, von 
dem Amino-N abgezogen werden muB. Auch mit dem restlichen 
Kreatinin-N und dem fraglichen Purin ist wohl das durchschnittliche 
Defizit von 23° nicht ganz erfaBt. 

Bemerkenswert ist jedenfalls der Nachweis von Kreatinin in Lipoid- 
extrakten im Hinblick auf die schon erwiahnte Mitteilung von van Slyke 
selbst, der ja zu hohe Werte fiir die N : P- sowie NH,-N-Relation im Serum 
findet, insbesondere im Hinblick auf die groBe Erhéhung dieses Wertes bei 
Uramiefallen, in denen ja mit einer Kreatininretention zu rechnen ist. 

Aus dem bisher iiber die N-haltigen Begleitstoffe Gesagten geht hervor, 
daB im Einklang mit den bisherigen Untersuchungen, insbesondere im 
Blute, die alleinige Bestimmung der Differenz Gesamt-N zu NH,-N zur 
Erfassung des Lecithins-Kephalinverhaltnisses nicht ausreicht. 


1 Rudy, Klin. Wochenschr. 12, 1100, 1933. —- * Hoppe-Seyler u. Thier- 
felder, Chem. Analyse, Berlin 1924. - 3% Beattie, Biochem. J. 30, 1554, 
1936. — 4 Siehe auch Abderhaldens Handlexikon 12, 159, 1930. 
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Wie weit sind nun an der Zusammensetzung der Phosphatide 
auch Diaminomonophosphatide beteiligt ? Geht man von der Sumi 
des Cholin-N und N H,-N aus und bringt man hier noch fiir das event elle 
Kreatinin eine Korrektur in Abzug, so erhalt man bei der Berech. 
nung des N: P-Verhaltnisses niemals die den Monoaminomonophos. 
phatiden entsprechende Relation von 1:1, sondern, wie Tabelle V zeit. 


durchschnittlich 1,5: 1. 


Tabelle V. 





Cholin-N + N H»-N 
Befund minus 5°/9 Korrektur 
mg-°/> 


normal 47 

- 49 

” 45 
Hypertrophie 43 
- 44 

” | 43 
Atrophie 59 

ri 39 

% 45 
Herzschwiche 45 
ee 36 


Andere Herzfialle 68 


” 50 70 


Mittelwert : 47 68 


Nun gibt Thannhauser' in jiingster Zeit eine Methode zur Bestim- 
mung von Polydiaminomonophosphatid an. Nach dem Thannhauser- 
schen Verfahren fanden sich hier fiir Polydiaminomonophosphatid-N 
29°. Trennt man noch dieses durch die Acetonléslichkeit eines Teiles 
nach’ Thannhausers Angaben, so ergeben sich als einfaches Diamino- 
phosphatid etwa 15%, wahrend als unlésliches, echtes Polydiamino- 
phosphatid etwa 6% bleiben. Bei Parallelversuchen mit kleinen Mengen 
konnte jedoch iiberhaupt kein mit Reinecke-Saure fallbarer K6rper 
gefunden werden, so daB im Zusammenhang mit der Uberlegung, dal 
die Berechnungsgrundlage mangels der Kenntnis der genauen Zu- 
sammensetzung der vorliegenden gefillten Phosphatide nur eine will- 
kiirliche sei, diese Bestimmung nicht fortgesetzt wurde. 


Anhangsweise sei erwahnt, daB eine vergleichende Untersuchung des 
Methylalkohol- und Petrolaitherextrakts auf N- und P-Verteilung einen 
vierfachen N-Gehalt im Methylalkohol gegeniiber dem Petrolather erga), 
wihrend der Phosphorgehalt eine weit geringere Differenz zeigte. 


1 Thannhauser u. Setz, J. of biol. Chem. 116, 533, 1936. 
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Ebenso lie8 sich mit Phosphorwolframsiure keine eindeutige Trennung 
durchfiihren und somit auch keine Reinigung von Begleitstoffen. Auch 
eine Kontrolle der Cholinwerte mittels anderer Methoden (Platinfallung, 
Kolorimetrie') ergab hier keine brauchbaren Ergebnisse. 

Wechselnde Resultate ergaben Versuche durch Bestimmung von 
Galaktose? die Anwesenheit von Cerebrosid zu beweisen. Der Wert schwankte 
zwischen 0 und 8°, Galaktosid-N. Da die absolute Héhe des gemessenen 
teduktionswertes aber sehr gering war, in einzelnen Versuchen keine 
Galaktose (Reduktion) gefunden wurde, kann diesen Ergebnissen keine 
Beweiskraft zukommen. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Die Werte fiir Wassergehalt in den untersuchten Herzen liegen nahe 
aneinander und entsprechen den bisherigen Angaben in der Literatur 
Krehl®, Kutschera*, Cullen®). Ein erhéhter Wassergehalt bei Atrophie- 
fillen fand sich aber nicht entgegen Domagks*® Beobachtungen. Von 
Phosphatidwerten kommen hier vor allem die Werte Wassermeyers ‘ 
in Betracht. Seine Werte von 93 mg-°%, fiir die rechte und 100 mg-% 
fiir die linke Kammer sind héher als die hier gefundenen. Der Unter- 
schied wird verstandlich, wenn man das hohe Durchschnittsalter hier 
beriicksichtigt; fiir das Alter gibt Wassermeyer eine Abnahme des 
Lipoid-P an. Von Kutscheras* ausgedehnten Untersuchungen kénnen 
nur diejenigen zum Vergleich herangezogen werden, wo sowohl ather- 


als auch alkoholléslicher Phosphor angegeben ist; dann ergeben sich 
fiir mit Gips getrockneten Muskel 52 mg-%, fiir nicht getrockneten 
70 mg-%. 


Kutschera betont die Méglichkeit, daB auch nichtlipoider P vom Alkohol 
gelést wird. In diesem Sinne sprechen auch Angaben von le Breton *® sowie 
von Cahn® und Artom!’. Andererseits finden sich viele Angaben, daB der im 
Bloorschen Alkoholatherextrakt gefundene P zum gréBten Teil petrol- 
itherléslich und Lipoid-P sei (Jowett'!, Stewart und Hendry, sowie Man®, 
und Ellis-Maynard 4). (Sorg® selbst findet mit seiner Methode Werte von 87 
bis 94mg-°, P im Rinderherz in Ubereinstimmung mit Costantino, der 
nur Alkoholextrakt untersucht, sowie Erlandsen}’.) 


1 Beattie, |.c. — * Thierfelder u. Klenk, Chemie der Cerebroside und 
Phosphatide. —- * Krehl, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 51, 416, 1893. 
‘ Kutschera, |. ec. 5 Cullen, J. of biol. Chem. 102, 415, 1933. ° Domagk, 
Zeitschr. f. klin. Med. 98, 171, 1924. — 7 Wassermeyer, |. c. 8 Le Breton, 
zit. aus Thierfelder u. Klenk, Chemie der Cerebroside und Phosphatide. 
* Cahn, Houget u. Jaquet, Ann. de Phys. phys. chim. 9, 211ff., 1933. — 
1 Artom, Bull. soe. chim. biol. 14, 1386, 1932. 1l Jowett u. Lawson, 
Biochem. J. 25, 1981, 1931. 2 Stewart u. Hendry, |. ¢. 18 Man, J. of 
biol. Chem. 117, 183, 1937. 4 Ellis-Maynard, ebenda 118, 701, 1937. 
~— 15 Sorg, l.c. — Costantino, diese Zeitschr. 48, 165, 1912. 17 Er. 
landsen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 71, 1907. 
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Werte fiir direkt bestimmten N in Rohextrakten fanden sich kein 
Mac Lean' untersucht die Verteilung der N-haltigen Bestandteile jj 
Herzphosphatiden. In seinem Buche 1927 gibt er an, daB sich alle 
Stickstoff als Cholin, Amino-N sowie Fettsaure-N findet. Absolw 
Zahlen finden sich keine, das Verhaltnis fiir Cholin-Lecithin schwank 
von 42 bis 74%. Sehr ausfiihrlich hat sich Bloor? mit Phosphatide; 
beschaftigt. Fiir Ochsenherz gibt er fiir 1060 g Frischgewicht 7: 
(9.3 bis 5,8) g Kephalin und 9,12 (12,8 bis 6,5) g Lecithin an. Di 
Ubereinstimmung mit diesen Zahlen, aus einem P-Gehalt von 3,8‘ 
gerechnet, ist eine leidliche. Es ergeben sich 60 mg-°,, P. Bei Bloor. 
spaterer Arbeit ergeben sich 70 bis 80 mg-%. Abweichend von diese; 
Ergebnissen ist das in vorliegender Arbeit gefundene Uberwiegen des 
Aminostickstoffs. 

Wenn das gefundene Verhaltnis N:P = 1,5: 1 (s. Tabelle V) nu 
durch Phosphatide bedingt ist, wiirde dies bedeuten, dai etwa die Halft 
als Sphingomyelin vorhanden sein miBte. Bei Blutphosphatiden komme: 
Stewart und Hendry' aus dem Verhaltnis von Fettsaéuren zu P zu der 
SchluB, daB sich die Phosphatida.zur Halfte aus Sphingomyelin zusamme1 
setzen. Gegen die Berechnung eines solechen Verhaltnisses aus der Rela 
tion N: P sprechen aber wichtige Bedenken. Klenk® hat aus Herzmusk: 
nur sehr geringe Mengen Sphingomyelin gewonnen, Bloor® erwahnt zwai 
das Vorkommen von etwas Sphingomyelin, macht aber keine Mengenangaben 
Vor allem kann aber durch die Beimengung von Phosphatidbausteinen, 
Spaltpredukten, die Cholin oder Aminoathylalkohol enthalten, oder Cera 
miden im Sinne Thannhausers, also sphingosinhaltigen, oder anderen. 
Amino-N enthaltenden Beimengungen, und solche sind nach allen bisherige: 
Erfahrungen sehr fest anhaftend (Klenk’, Levene’), dieses zu hohe Ver 
haltnis von N: P bedingt sein. Nach Abzug dieses Stickstoffs ergabe sic! 
dann ein ganz anderes Verhiltnis von Mono- zu Diaminophosphatiden 
Reines Sphingomyelin wiirde allerdings die Relation von Cholin-N zu N H,-\ 
nicht beeinflussen, da sich sein Stickstoff gleichmaBig auf beide Fraktione: 
aufteilt. 

Eine Angabe fiir Gesamtcholin im Herzen bringen Fletscher, Bes! 
und Solandt®, die bei Untersuchung der Cholinverteilung im Organismus 
einen Cholingehalt von 18,2 mg-°, N im Rattenherz finden, in aus. 
gezeichneter Ubereinstimmung mit vorliegenden Zahlen. 

Was ergibt sich aus den vorliegenden Untersuchungen fiir das 
Verhalten der Phosphatide bei verschiedenen funktionellen und patho- 
logischen Zustanden ? Bloor und Snider} finden bei ihrer vergleichenden 
Untersuchung der Muskelphosphatide im Herzen einen gleichbleibenden 


1 Mac Lean, |.c. — ? Bloor, J. of biol. Chem. 68, 33, 1926; 72, 327. 
1927. — * Bloor u. Snider, ebenda 107, 459, 1934. — 4 Stewart u. Hendry, 
l.c. -— > Klenk, 1. ec. — ® Bloor, J. of biol. Chem. 72, 327, 1927. -—— 7 Klenk. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 230, 1933. — 8® Levene u. Komatsu, J. ot 
biol. Chem. 39, 91, 1919. — ° Fletscher, Best u. Solandt, Biochem. J. 29. 
2278, 1935. 10 Bloor u. Snider, |. ec. 
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Prozentgehalt an Phosphatiden bei wilden und Laboratoriumstieren: 
der Unterschied in der Versorgung ,,in quantity’ driickt sich erst bei 
der Berechnurg pro kg Kérpergewicht aus im Gegensatz zum Skelett- 
muskel. Unter Beriicksichtigung, daB hier die Verinderung der Relation 
von Herz zu Kérpergewicht bzw. Oberflaiche schon durch die makro- 
skopisch erfaBbare Verainderung der Herzmuskelmasse bei Atrophie 
und Hypertrophie gegeben ist, ergibt sich ein ahnliches Resultat: Fest- 
halten an dem prozentuellen Verhaltnis der Phosphatide und auch an 
ihrer relativen Zusammensetzung, wobei die bessere Versorgung durch Zu- 
nahme der absoluten Menge gewahileistet ist. Zu dem gleichen Ergebnis 
des Parallelgehens von Lipoid-P und Herzvergr6Berung bei gleich- 
bleibendem prozentuellen Gehalt kommen Ludewig und Chanutin! 
bei experimentellen Versuchen tiber Herzhypertrophie an Ratten®. 
Schon Krehl® weist auf das gleichsinnige Verhalten von Lecithin und 
fettfreier Trockensubstanz im Herz hin. Kiilbs 4 findet eine Vermehrung 
von Lecithin in Herzen von Arbeitstieren, in einer spaiteren Arbeit 
war aber kein Unterschied feststellbar. Dieses Festhalten an Menge 
und Relation weist auf eine Bedeutung der Phosphatide fiir die cellulaire 
Struktur hin. 


Von Terroine und Mayer-Schaeffer wurde der Begriff des ,,element 
constant’ aufgestellt, dessen Haupttrager die Phosphatide sind: Bloor, 
Boyd sowie Sinclair® brachten Befunde, die diesen teilweise wider- 
sprechen, aber alle das Verhalten der Fettséuren betreffen®. Sinclair? 
velang es, durch Elaidinséure eine Trennung der Phosphatide in 
metabolic’ und ,,non metabolic’ zu erreichen; zu diesen gehéren die 
Muskelphosphatide. Die Relation der N-haltigen Bausteine kann ganz 
unabhangig sein in ihrem Aufbau von den Fettsiuren; die Konstanz 
bei verschiedenen funktionellen und pathologischen Zustanden_ ist 
auffallend und weist darauf hin, daB hier die Zellfunktion® der Phos- 
phatide wohl iiber andere tiberwiegen muB. Erwahut doch schon Rubow’?, 
daB bei Hungerhunden nur eine geringe Abnahme der Phosphatide 
stattfindet (von 61 mg-% auf 57 mg-°%). In diesem Zusammenhang sei auf 
die zusammenfassende Darstellung von Artom' hingewiesen, der erwahnt, 


! Ludewig u. Chanutin, J. of biol. Chem. 115, 327, 1936. 2 Diese Arbeit 
gelangte erst nach AbschluB der Versuche zu meiner Kenntnis. —- * Arehl, 
l.e. 4 Kiilbs, Deutsch. med. Wochenschr. 88, 1916, 1912; Aiilbs u. 
Weilguny, Arch. f. exper. Path. 167, 95, 1932. 5 Literatur hiertiber in 
Oppenheimers Handb. sowie in Ann. Rev. of Biochem. 1 bis 5. 8 Bloor 
u. Sinclair gebrauchen den Ausdruck ,,continual wear and tear**. Amer. 
J. of Phys. 90, 156, 1929. ——- 7 Sinclair, J. of biol. Chem. 111, 526, 1935. 
8 Uber die Rolle der Lipoide iiber die Zellstruktur siehe auch Rondoni, 
Zeitschr. f. Krebsforsch. 34, 245, 1931. ® Rubow, Arch. f. exper. Path. 52, 
173, 1905. -— '® Artom, Ann. Rev. of Biochem. 4, 210, 1935. 
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das den Phosphatiden in verschiedenen Geweben verschiedene Funktion 
zukommen kann. 


Was ergibt sich im Vergleich mit Arbeiten iiber Lipoide bei patho 
logischem Geschehen? Mit Wassermeyer! ergibt sich iibereinstimmend 
da} der Gehalt an Phosphatiden nicht mit dem Versagen des Herzens 
im Zusammenhang steht; der niedere Wert bei einzelnen Fallen kann 
solchen mit Myocardschadigung entsprechen. Bei Hypertrophie konnten 
keine Kompensationsvorginge beobachtet werden. Mit Kutschera® 
laBt sich der differenten Methode halber kein Vergleich ziehen 
Embden*® gibt an, daB Kahn in unveréffentlichten Versuchen bei 
Atrophiefallen ,,eine so starke Verminderung der Gesamtphosphorsiure 
fand, wie sie kaum ohne Beteiligung der Phosphatidphosphorsaure 
denkbar ware‘*. Eine Verminderung bei Atrophie ist hier vielleicht 
angedeutet, aber nicht sicher. In Ubereinstimmung stehen auch die 
Angaben voy Testoni* bei Talliumvergiftung, von Lusena ® bei Phosphor- 
und Arsen- sowie Bonanni*® bei Pulegonvergiftung, die keine iiber das 
physiologische MaB hinausgehenden Schwankungen des Lipoid-P im 
Herzen beobachten konnten. Fieschi’? findet keine Beeinflussung des 
Lipoid-P durch Adrenalin und die dadurch bedingte Herzmuske!- 
schadigung, das gleiche findet Wassermeyer®’. Pasternack und Page* 
finden bei kurzdauernder Adrenalininjektion eine Abnahme der Herz- 


phosphatide. Insulin hat keinen EinfluB. Rubow! gibt fiir phosphor- 
und chloroformvergiftete Hunde ein Gleichbleiben oder  geringes 
Ansteigen des Lecithins im Herzen an. 


Von pharmakologischer Seite wurde die verschiedene Wirksamkeit 
von Kephalin und Lecithin auf das Herz betont (Kimmelstiel™, Storm 
van Leeuwen und Szent Gydrgyi'). Allerdings ist dem auch widersprochen 
worden (Eggleton'’). Cholin ist ja schon lange als pharmakologisch 
wirksamer Stoff bekannt. In jiingster Zeit wurde sein Einflu8 auf die 
Organverfettung betont (Best und Channon"). Uber Colamin gibt es 
abweichende Meinungen. Dieses beobachtete Festhalten an der Relation 
der N-haltigen Bestandteile ist aber auch unter diesen Gesichtspunkten 
bemerkenswert. 

1 Wassermeyer, |. c. 2 Kutschera, 1. ec. — * Embden, Handb. d. norm. 
u. path. Physiol. 8,, 466, 1925. —- * Testoni, Arch. intern. Pharmakodyn. 
49, 165, 1934. > Lusena, Lo. Sperimentale 57, 29, 1903. 6 Bonanni, 
Boll. R. Acad. Roma 29, 115, 1903. ——- 7 Fieschi, Zeitschr. f. exper. Med. 
86, 387ff., 1933. —- §& Wassermeyer u. Rohrbach, Arch. f. exper. Path. 166, 
390, 1932. — ® Pasternack, Page u. Burt, diese Zeitschr. 231, 113, 1931; 
232, 295, 1931. — © Rubow, |l.c. — "™ Kimmelstiel, Virchows Arch. 284. 
835, 1932. — 1!* Storm van Leeuwen u. Szent Gyérgyi, J. of Pharm. 21, 88, 
1923. — }8 Eggleton, Biochem. J. 20, 395, 1926. — ™ Best u. Channon, 
J. of Physiol. 81, 409, 1934; 84, 38P, 1935 und zahlreiche andere Arbeiten. 
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Zusammenfassung. 


1. Das Verhaltnis des Phosphatidstickstoffs zu Phosphatidphosphor 
im menschlichen Herzen wird untersucht. Zur Untersuchung gelangen 
Normalherzen, hypertrophische und atrophische Herzen sowie ver- 
schiedene anderweitig pathologisch verinderte Herzen. 

2. Der lipoide Stickstoff im Rohextrakt wird auf die Verteilung 
von Cholin und Aminostickstoff untersucht. Hierbei ergab sich ein 
Defizit, das aus auf solche Art nicht bestimmbarem unbekannten 
Stickstoff besteht. Das Verhiltnis von N:P ist im Mittel im Roh- 
extrakt 2,3: 1, nach Abzug des Defizits 1,5: 1. 

3. Die absolute Héhe des Phosphatid-Stickstoffgehalts betragt 
im Mittel 64 mg-% N auf 100g Frischgewicht, grobe Abweichungen 
nach oben ergeben sich nur bei zwei Sepsisfallen. Der Anteil des 
Cholin-N ist 29° — 19 mg-% N, der des Amino-N 49°, = 31 mg-%%. 
Unbekannt 22°. Diese Relation ist bei normalen und pathologischen 
Fallen nur sehr geringen Schwankungen unterworfen. 

4. An nichtlipoidem N wird Kreatinin-N gefunden und fragliche 
Spuren Purin-N. Es miissen aber noch andere unbekannte N-haltige 
Kérper vorhanden sein. 

5. Die Bedeutung dieser Konstanz im Vergleich mit Literatur- 
angaben iiber Phosphatide wird besprochen. 








Fettresorption und Dialyse von Fettsiuren. 
Von 
F. L. Breuseh. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut Davos.) 


(Eingegangen am 26, Juli 1937.) 


Uber die Frage der Resorption der Lipoide im Darm gehen dik 
Meinungen noch weit auseinander. Es gibt heute drei Theorien, die «|| 
drei experimentelle Belege fiir sich beibringen kénnen: 

1. Diffusion der Fette nach Spaltung im Darmlumen und even 
tueller partieller Dehydrierung als freie Fettsiuren oder als Seifen mit 
Hilfe von Gallensiuren und Wiederveresterung in oder jenseits de: 
Darmwand. 

2. Diffusion als wasserlésliche oder quellbare Phosphatide uni 
spitere Umwandlung in oder jenseits der Darmwand in Triglyceride 

3. Transport der ungespaltenen Fette auf noch unbekanntem Wee: 
durch die Darmwand; vielleicht durch Elektrophorese mit einem Eiweil} 
als Tragervehikel, wie auch im Blute ein groBer Teil der Lipoide an dic 
Globuline gebunden ist und nach Bennhold! elektrophoretisch mit 
diesem wandert. 


Die erste Theorie kann fiir sich in Anspruch nehmen, daB die im Darn 
vorkommenden Lipasen und Dehydrasen zweifellos zu groBen Teilen eine 
Spaltung und Dehydrierung der Fette bewirken, von denen vor allem dic 
Dehydrierung, wie schon Tangl und Bernd? zeigen konnten und wie ic! 
bestatigen kann, die Diffusionsfahigkeit wesentlich erhéht. Es ist weiterhi: 
bekannt, daB bei Fehlen der Pankreassekretion die Resorption der Fett 
stark vermindert wird*. Die Gallensaéuren spielen ebenfalls eine die R: 
sorption férdernde Rolle; bei ihrem Fehlen nach Choledochusverschluf ist 
die’ Resorption der Fette auf etwa 20°, herabgesetzt 4; die Gallenséuren 
férdern also die Resorption, sind aber nicht unentbehrlich, wie sich aus de) 
Resorption subcutaner Lipoiddepots ergibt, die sicher ohne Gallenséure: 
vor sich geht. Die Resorption des Cholesterins, das auch in Lésung von 
Natriumglykocholat véllig indiffusibel ist, bleibt nach dieser Theorie un 
erklarlich, auch die Resorption der héheren gesattigten Fettsiuren von de: 
Palmitinséiure ab, deren Diffusibilitat in Gegenwart von gallensauren 
Salzen nach den Angaben von Verzar und Kithy® ich trotz sorgfaltigste: 
Nachpriifung leider nicht bestatigen kann, wenigstens soweit Dialyse durch: 
Pergamenthiilsen in Frage kommt. Die Darmwand selbst besteht allerding~ 
nicht aus Membranen fixer Porenweite, sondern die Poren der einzelne1 


' Bennhold, Vehikelfunktion der EiweiBkérper in Med. Kolloidlehre vor 
Lichtwitz, Liesegang u. Spiro; auBerdem Klin. Wochenschr. 11, 3257, 1932. 
2 Tangl u. Bernd, diese Zeitschr. 220, 234, 1930. 3 Abelmann, Sandme yer. 
Rosenberg, Handb. d. Biochem. 5, 370. ' Friedrich Miiller, Zeitschr. t 
klin. Med. 12, 45, 1887. — ° Verzdru. Kiithy, diese Zeitschr. 210, 265, 281. 
1929. 
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Zellagen sind variabel, wie das Durchtreten selbst groBer Eiweifmolekiile, 
etwa des Mucins, oder die Resorption von unverandertem Eieralbumin 
beweist; ich méchte sie grob modellmaéBig mit einem locker gestrickten 
Wollgewebe vergleichen, das etwa groben Sand zuriickhalt, aber fiir einen 
ganzen Bleistift durchgangig ist, wenn er nur mit der Spitze auftrifft, ohne 
daB nach dem Durchgang eine Offnung bleibt. 


Fiir eine Abhangigkeit der Resorption von der Molekulargr6éBe sprechen 
die Ergebnisse von Holt, Emmett, Tidwell, Kirk’, die an Kindern fanden, 
daB Fettsiuren mit abnehmendem Molekulargewicht leichter resorbiert 
werden. Das steht im Einklang mit meinen Dialysebefunden, da die 
Dialysierfahigkeit’ der Seifen und Fettséuren mit abnehmendem Molekular- 
gewicht steigt. 

Die zweite Theorie baut teilweise auf die erste auf, weil die Bildung 
der Phosphatide, die sicher nicht im freien Darmlumen, sondern erst in 
irgendwelchen Zellagen der Darmwand erfolgt, eine vorherige wenigstens 
teilweise Spaltung der Fette in freie Fettséiuren oder Diglyceride und 
deren Durechtreten durch die oberste Zellwand zur Voraussetzung hat. 
Da’ tatsachlich ein erheblicher Teil des Nahrungsfettes in der Darmwand 
in Phosphatide umgewandelt wird, zeigen die Ergebnisse von Artom und 
Peretti?, die einen Teil des resorbierbaren Fettes einer charakterisierten 
Jodfettséure aus der Darmwand als Phosphatid isolieren konnten; es sei 
weiter auf die Arbeiten von Sinclair® verwiesen; das Phosphatid tritt an- 
scheinend nicht sofort in die Lymphe durch, sondern bleibt nach Artom 
und Peretti mehrere Stunden in der Darmwand liegen, wie auch nach den 
Versuchen von Verzér und Kithy* die Gallensiuren; diese Phosphatide 
und die Gallenséiuren haben vielleicht in der Darmwand die Aufgabe, fiir 
den tibrigen Rest der Lipoide die Darmwand lipoidlésungsfahiger zu machen ; 
so konnte ich durch Diffusionsversuche zeigen, daB zwar gallensaure Salze 
nicht die Diffusionsgeschwindigkeit von Lecithin oder von Fettséiuren 
erhéhten, wohl aber umgekehrt die Diffusionsgeschwindigkeit von gallen- 
sauren Salzen (nicht die von Seifen und Fettsauren) durch die gleichzeitige 
Anwesenheit von Lecithin bis zum fiinffachen Wert erhéht wird. Die 
Diffusion gesattigter Fettsauren von der Palmitinsaéure aufwarts und 
des Cholesterins, deren exakt nachweisbare Diffusion durch Pergament 
mir niemals gelungen ist, bleibt dadurch ebenso unerklarlich wie durch die 
erste Theorie. In einer persénlichen Mitteilung bestatigt mir Authy, da® 
auch ihm eine Dialyse des Cholesterins nicht gelang. 


Die dritte Theorie kann auf die percutane, subcutane, intramuskulare 
und intraperitoneale Resorption von kiinstlichen Fettdepots, selbst von 
freiem kristallisiertem Cholesterin hinweisen, die bei vélliger Abwesenheit 
von Gallenséuren und nur sehr geringer Konzentration von Lipasen vor 
sich geht. AuBerdem haben Fiirth und Kuh® gezeigt, daB auch Tolysin- 
aithylester, ein Ester, der durch Darmlipasen nicht spaltbar ist, ungespalten 
resorbiert wird. Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dali die Resorption 
nach chemischen Spezifitaten vor sich geht, so daB z. B. im Darm nach den 


1 Holt, Emmett, Tidwell u. Kirk, J. Pediat. 6, 427, 1935; Ronas Ber. 


d. ges. Physiol. 90, 559, 1936. 2 Artom u. Peretti, Arch. intern. Physiol. 
42, 61, 1935. 3 Sinclair, J. of biol. Chem. S82, 117, 1929. 4 Verzir u. 
Kiithy, diese Zeitschr. 230, 451, 1931. —- ° Fiirth u. Kuh, J. of pharm. 3s, 


57, 1930. 
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eindeutigen Versuchen von Schénheimer' Cholesterin leicht, die nur iy 
zwei Wasserstoffatome reicheren Sterine Koprosterin und Dihydrochole. 
sterin gar nicht resorbierbar sind, obwohl sie sich chemisch fast genau wie 
Cholesterin verhalten und in allen in der Darmwand vorkommende) 
Loésungsmitteln, gallensauren Salzen, Lecithin usw., ebenso léslich sind 
wie Cholesterin, wie ich spéter zeigen werde. Weiterhin sind subcutane 
Paraffindepots unresorbierbar, wahrend Fettdepots oder selbst Wacl)s 
alkohole vom gleichen Schmelzpunkt und von ahnlicher Lipoidléslichkeit 
abgebaut werden, obgleich fiir letztere eine Umwandlung in wasserléslic!, 
Stoffe nach Analogie der Phosphatide nicht méglich oder jedenfalls nicl 
bekannt ist. : 

Ein so selektives Lésungsvermégen von seiten der wenigen Lipoid 
lésungsmittel, die im Kérper vorkommen, ist unmdglich; diese schartfe 
Selektion nach der chemischen Struktur ist nur vom Eiweif als Transport 
vehikel zu erwarten, bei der Resorption vielleicht unterstiitzt von elektro 
phoretischen Vorgiingen auf Grund der Potentialgefalle zwischen zwei 
Orten von verschiedenem py, wo der Spannungsabfall etwa zwischen Blut, 
Lymphe und einer Zelle wegen der geringen Distanz sehr hohe Voltwerte 
pro Weg annehmen kann. Diese Fragen stehen noch vollkommen offen: 
ich verweise auf die Arbeit von Keller? und dessen Buch: Der elektrische 
Faktor in der Nierenarbeit (Mahrisch-Ostrau, 1933). Es ist in diesem Zu 
sammenhang auch auf eine Arbeit ton Jarisch® hinzuweisen, der fand, dai 
SeifeneiweiBlésungen beim Ansauern klar bleiben, dafi also EiweiBe eine 
betrichtliche Lésungsfahigkeit oder wenigstens Stabilisierungsfahigkeit fiir 
kolloide Fettlésungen haben. 


Es zeigt sich, daB die Lipoidresorption im Darm sicher kein ein- 


facher Diffusionsvorgang ist, sondern Vorgange aller drei Theorien 
nacheinander oder nebeneinander beteiligt sind. Als gesichert kann 
angenommen werden: erstens, daB zuerst im Darm ein Teil der 
Fette gespalten und ein Teil der entstandenen gesattigten Fettsauren 
dehydriert wird, daB weiter nach Diffusion in der Darmwand ein Teil 
in Phosphatide umgewandelt wird und dort mehrere Stunden, bis zur 
Resorption des tibrigen Fettes, liegenbleibt, ebenso ein Teil der Gallen- 
siure, da weiterhin auch ungespaltene Fette resorbiert werden kénnen 
und da zuletzt Cholesterin, vielleicht auch Cholesterinester, ohne das 
Eingehen irgendeiner wasserléslichen Zwischenverbindung (man_ hat 
wenigstens noch nie eine solche isolieren k6nnen) direkt resorbiert wird. 

Ks wird von mancher Seite angenommen, dai bei der Resorption von 
Fettdepots aus Gewebe eventuell andere Mechanismen beteiligt sind als 
bei der Darmresorption. Dagegen spricht die scharfe spezifische Selektivitat 
sowohl des Gewebes wie der Darmwand zwischen Cholesterin und anderen 
Sterinen, sowie zwischen Paraffinen und Fetten, wobei subcutane Depots 
genau so behandelt werden wie im Darm (Schénheimer): Das resorbierbare 
Cholesterin und die Fette werden aufgelést, alle im Darm unresorbiet baren 
Sterine und Paraffin bleiben quantitativ liegen. Ich halte die Unterschiede 


! Schonheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 73 bis 123, 1930. 
* Keller, Klin. Wochenschr. 11, 2106, 1932. — ? Jarisch, diese Zeitschr. 
134, 963, 1922. 





in det 
nur fi 
Autgé 
verwe 
Fetts 
saure 
gekla 
kann 
sure 
1 %ij 
Fett 
Salz: 
fahis 
Angi 
mit 

trot: 


galle 
ist n 
nich 
reso] 
gege 
Vor 
iiber 


fahi 
star 
und 
Los 
auf 
sch! 
unc 
Zur 
Alk 
16st 
alk 
sto 


alk 
vak 
Ket 
Wa 


ir in 
chole. 
U Wie 
enden 

sind 
utane 
Tachis 
hkeit 
sliche 


nicht 


poid. 
harfe 
port 
ktro 
ZWei 
Blut, 
verte 
ffen: 
ische 
Zu 
dah 
eine 
fiir 


eln- 
riel 
ann 
der 
ren 
Teil 
zur 
en- 
nen 
das 
hat 


Fettresorption und Dialyse von Fettsauren. 283 


in der Resorptionsgeschwindigkeit der Lipoide in Gewebe und Darmwand 
nur fiir qualitativ. Es ist anzunehmen, daB der Korper fiir solch spezifische 
Aufgaben nicht zwei véllig verschiedene Systeme fiir dieselbe Aufgabe 


verwendet. 


Die erste Stufe nach der Spaltung im Darm, Resorption der freien 
Fettsiuren durch Diffusion in Gemeinschaft mit Gallensiuren bei 
saurem Darm-py, schien durch die Versuche von Verzér und Kuthy 
geklart. Die von diesen Autoren aufgezeigten Léslichkeiten bei py 6,35 
kann ich bestatigen: die Lésungsfaihigkeit der Gallensaiuren fiir Fett- 
siuren reicht jedoch viel weiter, so da die Taurocholsiure auch in 
| °<iger salzsaurer Lésung, also bei px von | bis 2, noch dieselbe Menge 


Fettsiure lést; ebenso weist reinste Glykocholsaure, die sich in 1 °,iger 
Salzsiure zu 100 mg-°, lést, prozentual noch eine unveranderte Lésungs- 
fihigkeit fiir Fettsiuren auf; dagegen kann ich die grundlegenden 
Angaben iiber die Diffusion von Palmitinsiure, Stearinséiure und Olsaure 
mit Hilfe von gallensauren Salzen von Verzar und von Kuthy leider 
trotz sorgfialtigster Methodik nicht bestatigen. 

Die von Verzar und Kiithy aufgezeigte Lésungsfahigkeit der gepaarten 
gallensauren Salze gegeniiber Fettsiuren auch noch bei saurer Reaktion 
ist nicht fiir Fettsaéuren spezifisch, was mir auch Kithy aus eigenen friitheren 
nicht verdffentlichten Versuchen bestatigt. Sie besteht gegeniiber nicht 
resorbierbaren Substanzen wie Koprosterin in gleicher GréSenordnung wie 
gegen Cholesterin und Fettséuren, so daB diese Lésungsfahigkeit vielleicht 
Voraussetzung fiir die rasche Resorption, nicht aber fiir die Resorption 
iiberhaupt ist. 

Zur genauen Festlegung der Léslichkeiten habe ich die Lésungs- 
fahigkeit aller eventuell im Darm vorhandenen wasserléslichen Sub- 
stanzen gegeniiber wasserunléslichen, nimlich Fettséuren, Cholesterin 
und Koprosterin, bestimmt. Die Lésung geschah so, dafs das betreffende 
Lésungsmittel mit einem UberschuB8 des Lipoids unter Schiitteln kurz 
auf 80° erwarmt, dann einige Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt, 
schlieBlich 48 Stunden stehengelassen, durch gehartete Filter filtriert 
und in einem aliquoten Teil das betreffende Lipoid bestimmt wurde. 
Zur Bestimmung der Sterine wurde eingedampft, der Riickstand in 
Alkohol gelést und die Lésung direkt mit 1 °,iger alkoholischer Digitonin- 
lésung gefallt, da weder Gallensiuren oder Fettsiuren, noch deren 
alkoholléslichen Natriumsalze, noch Phosphatide in Alkohol die Fallung 
st6ren. 

Zur Bestimmung der Fettsiure wurde die mit einem Tropfen Lauge 
alkalisch gemachte Fliissigkeit in dem von Breusch'! angegebenen Hoch- 
vakuumsublimationsgefaB eingedampft, der Riickstand zur Freilegung der 
Fettsiuren mit wenigen Tropfen konzentrierter HCl versetzt und auf dem 
Wasserbad nochmals eingedampft; dann wurden unter sorgfaltiger Kin- 


! Breusch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 227, 242, 1934. 
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haltung der in der Arbeit von Breusch angegebenen Bedingungen die Fe: 
sduren durch Hochvakuumsublimation isoliert und gewogen. Die Fei; 
sauren sind so vollkommen farblos kristallisiert und nahezu schmelzpunk:, 
rein mit einer Ausbeute von etwa 90°,, zu isolieren. 

Fiir die ganzen Versuche wurden die reinsten herzustellenden Substanzen 
verwendet, da es sich zeigte, daB auch die als rein gelieferten kaéuflichen 
Substanzen (z. B. das Natriumglykocholat von Hoffmann-la Roche) \\. 
der Analyse durch Vakuumsublimation Spuren von Substanzen abgahen, 
die st6éren und die Ergebnisse verfalschen. Ebenso ist es unbedingt noétiy, 
daB die verwendeten Fettséuren absolut schmelzpunktsrein und frei von 
Beimengungen niedrigerer oder ungesattigter Fettsauren sind, da_ sell)st 
kleine Beimengungen grundsitzliche Irrtiimer bei der Dialyse ergehen 
kénnen. 

Da die kauflichen Gallensiuren unreine Natriumsalze geben, habe ich 
folgendes Verfahren zur Reinigung verwendet: Die durch langeres Schiitteln 
der festen tiberschiissigen Saure mit 0,5°,iger NaOH bei Zimmertemperatw 
hergestellte neutrale Lésung wird filtriert, méglichst konzentriert (etwa 
40°.) und dann mit etwa der drei- bis fiinffachen Menge Aceton gefiallt. 
Von der sofort ausgefallenen éligen gelb gefarbten Fraktion (20 bis 30' 
wird dekantiert und die klare dekantierte eventuell filtrierte Lésung mit 
der zehnfachen Menge Aceton versetzt. Das jetzt ausfallende farblose (| 
kristallisiert bei weiterem Verreiben mit Aceton im Eisschrank nach; 
24 Stunden, bei sehr reinen Substanzen sofort. Falls die Substanz nicht 
vollkommen farblos ist, wiederholt man die Fraktionierung und _ erhailt 
so schneeweiBes kristallisiertes neutrales gallensaures Natrium, das bei 
100° im Vakuum getrocknet wird. Auf Taurocholat ist die Methode nicht 
anwendbar. Auf gleiche Art lassen sich reine Seifen der Fettsauren herstellen ; 
vom Natriumeaprinat in abnehmender Ausbeute bis zum Natriumstearat, 
das wegen seines zunehmenden Kohlenwasserstoffcharakters schon ziemlich 
leicht in Aceton léslich ist. Das verwendete Koprosterin stammte aus 
menschlichen Fazes. Zur Remigung wurde nach Bromierung das mehrfach 
aus Methanol umkristallisierte Rohkoprosterin in alkoholischer Lésung mit 
Digitonin gefaillt und das Digitonid nach Schénheimer-Dam mit Pyridin- 
Ather gespalten; es war schneeweiB, enthielt kein Cholesterin mehr und 
schmolz von 98 bis 101°, enthielt also noch Dihydreeholesterin, das ebenfalls 
unresorbierbar ist. Das verwendete Lecithin ex ovo reinst Merck enthielt 
5,2°, seines Trockengewichts freies Cholesterin, das sich aus der alkoholischen 
Lésung direkt mit Digitonin fallen lieB; es war frei von Cholesterinestern. 
Zur Reinigung habe ich es fiinfmal aus Ather und Aceton umgefallt; es 
enthielt dann weniger als 0,5°, Cholesterin. Farblos konnte ich es nicht 
bekommen. Die verwendeten Fettséuren schmolzen: Caprinséure 29 bis 30°, 
Laurinsiure 44°, Myristinséure 54°, Palmitinséure 63°, Stearinséure 70". 
Die Olséure war Merck reinst. 

Die Léslichkeit der einzelnen Fettséuren mit verschiedenem 
Molekulargewicht in Lésungen von gallensauren Salzen_entspricht 
keinem st6chiometrischen Verhaltnis und nimmt mit steigender Molekiil- 
gréBe der Fettsiure ab: so lésen 100 cem einer 5°,igen Lésung von 
reinstem Natriumcholat bei 20° vollkommen klar: 


120 ¢ 0,71 ¢g 0,44 g 0,32 g 0,10 g 
Caprinsdure  Laurinséure Myristinsiiture Palmitinséiure  Stearinséure 
Cio Hy O, Cy. Ho, 0, C1,H,,0, Cig Hy. 0, : Cy, HO, 
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1% 
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Es lOsen bei 20° jeweils 100 cem Auatada Palmitinsiure Cholesterin Koprosterin 
einer 1°/o9igen Lisung ees ae oe _ 


0.1 °,ige Glykocholsaéure in 

| Of ES cig vinim 3m aincaiaials 
Glykocholsaures Natrium. 
Desoxvcholsaures Natrium 
Taurocholsaures Natrium . 
faurocholsaure in 1% HCl vs 
Olsaures Natrium triib * 
Linolsaures Natrium +“ 
Lecithin ex ovo om 
Alkohol klar 0 
Glykol 0 
Glycerin 0 
Erythrit ; 0 
Glucose 1% und 5%.... 0 

Die Léslichkeiten sind ungefahr additiv: 

1% desoxycholsaures Na- | 

trium + 1% Lecithin in 

100 ecm triib * 
1% 6lsaures Natrium + 

1% Lecithin in 100 ccm 
1° glycocholsaures Natri- 

um + 1% Lecithin in 

100 ecm 


* Triib nach Filtration durch gehiartete Filter. 


Die Léslichkeit steigt mit der Temperatur stark an; alle untersuchten 
Fettsauren lassen sich aus 5 bis 10°iger Cholatlésung tadellos um- 
kristallisieren; sie kristallisieren nach 24 bis 48 Stunden in groBen 
Kristallen schmelzpunktrein. Ich kann diese Lésungen als Umkristalli- 
sationsmittel fiir Fettsiuren empfehlen. 


Von all diesen gelésten Stoffen sind entgegen den Angaben von 
Kuthy nur die gesattigten Fettsiuren von C14 abwarts, gleichgiiltig 
ob in Form ihrer Natriumsalze oder als freie Fettsiuren in gallensaurer 
Lésung, weiterhin die gallensauren Salze selbst, ferner ungesattigte 
Fettséuren auch tiber C 14, auBerdem von Merckschem Lecithin etwa 
5% durch Pergamenthiilsen von Schleicher & Schiill Nr. 579 dia- 
lysabel. 


Aus 20 cem einer jeweils 1 °,igen Lésung der betreffenden Natrium- 
salze dialysieren unter den folgenden Bedingungen: 


Schleicher &: Schiill-Hiilsen 40 ~ 120 mm Nr. 579; Innenfliissigkeit Sub- 
stanz in 20 cem destilliertem Wasser; AuBenfliissigkeit 20 cem destilliertes 
Wasser; 48 Stunden bei 60°; Hiilse standig mit 20 Umdrehungen in der 
Minute gedreht. Fliissigkeitsniveau auBen und innen gleich. 

Biochemische Zeitschrift Band 293. 19 
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Caprin- Laurin- Myristin- Palmitin- Stearin- 
shure siure siure siiure sture 


mg mg mg mg mg 


Allein 95 * 72 21 0 0 
Zusatz von 1% | 
Natrium- 
glvkocholat 


GQ * 48 10 0 0 
* Voller Ausgleich. 


Wie man sieht, diffundieren von gesattigten Fettsiuren mit ab 
nehmendem Molekulargewicht steigende Mengen. Nach Zusatz von 
gallensauren Salzen diffundieren, obwohl die Seifenlésungen durch 
Zusatz von gallensauren Salzen klarer werden, wie zuerst Verzdr und 
Kuthy feststellten, nicht mehr, sondern etwas weniger Fettsauren 
von der Palmitinsaure einschlieBlich aufwarts diffundiert tiberhaup 
nichts, auch nicht in Gegenwart von Natriumglykocholat. Von Olsaure 
diffundieren Spuren, von denen ich nicht genau sagen kann, ob es sic’, 
um geringe Beimengungen niedrig molekularer oder héher ungesittigte 
Fettsauren handelt; eine bis auf Beimischung von weniger als 5° 


H 


reine QOlsiure ist auBerordentlich schwierig herzustellen. Von hoéher 
ungesattigten Sauren diffundieren wieder merkbare Mengen, was mit 
den Befunden von Tangl und Bernd! in Einklang steht, daB im Darm 
groBere Mengen von Fettsauren zur Resorption erst dehydriert werden 


da die ungesattigten Sauren leichtér diffundieren. 

Diese Resultate widersprechen scheinbar den Ergebnissen de: 
Diffusionsversuche von Szent-Gydrgyi und Brinkmann?, Traube uni 
Jumikura® und v. Kithy*, die fanden, daB oberflachenaktive Stoffe 
die Diffusionsgeschwindigkeit in Gelen und leichtdurchlassigen Mem- 
branen erhéhen. Bei den sehr engporigen Pergamentmembranen 
findet jedoch eine solche Férderung nicht statt ; es hat sogar den Anschein. 
daB durch Bildung lockerer Additionsverbindungen zwischen Gallen- 
siuren und Fettsduren eine Molekiilvergr6Berung eintritt, so daB in 
diesem Fall sehr feinporiger Membranen die gemeinsame Diffusion 
schwieriger ist als die Diffusion der Einzelbestandteile. 

Ich habe diese Versuche, weil sie den grundlegenden Angaben von 
Kithy widersprechen, unter allen méglichen Bedingungen variiert; ich hal» 
die Gallensalzkonzentration auf 5°, gesteigert, die Dialysendauer aut 
72 Stunden erhdht, die Temperatur auf 80°; ich habe eine Sendung Hiilsen 
von Schleicher & Schill aus dem Jahre 1930 und eine von 1936 verwendet : 
ich habe die Dialysierhiilsen nach den Angaben von Kithy entfettet, wa- 
sich als unnétig erwies, da die Hiilsen gar kein Fett enthalten und sich die 
Durchlassigkeit fiir die Saure C 14 dadurch nicht andert (v. Authy hat nac! 


1 Tangl u. Bernd, diese Zeitschr. 220, 234, 1930. —— ? Szent-Gyérgy 
u. Brinkmann, diese Zeitschr. 1389, 261, 1923. — *? Traube u. Jumikura, 
ebenda 157, 383, 1925. 4 vy. Kithy, ebenda 237, 396, 1931. 
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persOnlicher Mitteilung deshalb entfettet, weil er dieselben Dialysierhiilsen 

mehrmals benutzte); immer mit demselben Ergebnis, daB die Fettsauren 

bis zur Myristinsaéure C 14 sowohl als Seifen wie als freie Fettsiuren in 

Losung von Gallenséuren diffusibel sind, daB dagegen Palmitinséiure C 16 

und Stearinséure C 18 véllig indiffusibel, die Olséure nur in nicht genau 

identifizierbaren Spuren, die Linolsaéure verhaltnismaBig leicht diffusibel ist. 
Kinzeldialysen; Bedingungen wie vorhin beschrieben. 





Dialysiert 
Inven in je 20cem destilliertem Trocken- Analyse durch Hochvakuum- 
Wasser riickstand sublimation 
in mg 
¢ Natriumpalmitat 0,5 mg Palmitinséure 
g Natriumpalmitat ‘ Glykocholsaiure 
Z 13 as, LEP eiES 
g Natriumglykocholat Palmitinsiure 
g Natriumstearat 0 Stearinsaure 
Natriumoleat 5 5,, Ol* 
Natriumoleat . 3 ,,  Glykocholsaure 
Natriumglykocholat 5, O* 
02g ricinolsaures Natrium 3,5 i Ricinolsaure ** 
0,2 g ricinolsaures Natrium F 2 Glykocholsaure 
pr glykocholsaures Natrium 4 Ricinolséure ** 


s palmitinsaures Natrium Glucose 
Glucose Palmitinsaure 


s Lecithin Merck : ) Lecithin, Rest Salze 
g Lecithin Lecithin, Rest Salze 
Saat Natrium Palmitinsiure 
Lecithin ] Lecithin 
02g palmitinsaures Natrium 56 ‘ Glykocholsaure 
02g Natriumglykocholat Palmitinsaure 
Im Gegensatz dazu dialysieren unter gleichen Bedingungen: 
0,2 g linolsaures Natrium 43 39 mg Linolsaure *** 
0,2 g caprinsaures Natrium 108 95 ,, Caprinsaure **** 
02g laurinsaures Natrium 80 2 ., Laurinsaure 
21 


0,2g myristinsaures Natrium 25 » Mvyristinsiure 


Nach Zusatz von Natriumglykocholat dialysieren etwas weniger: 
0,2 g caprinsaures Natrium 
0,2 g¢ glykocholsaures Natrium 


| 
0,2 g¢ laurinsaures Natrium | < 
9 ‘ ae 79 48 
0,2 g¢ glykocholsaures Natrium | 


129 90 mg Caprinsiure **** 


,. Laurinsaure 


0,2 g myristinsaures Natrium i 43 10 
0,2 g glvkocholsaures Natrium | i - 

* War nicht einwandfrei als Olsiure zu identifizieren. — ** Nicht im Hochvakuum 
sublimiert. — *** Das linolsaure Natrium war aus frischer Linolsiure Merck hergestellt und 
zuerst klar lislich: triibte sich aber wahrend der Dialyse durch Oxydation und Polymerisa- 
tion stark. — **** Osmotischer Ausgleich. 


Myristinsaure 


Um ganz sicher zu gehen, habe ich die Kvithyschen Versuche unter 
peinlichster Einhaltung der angegebenen Bedingungen mit Zusatz 
von Phosphatpuffern bei py 6,35 wiederholt; ich habe auBerdem das px 

19° 
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mit Glykocholsiure bis 8 und mit Taurocholsaure bis 1 variiert ; oline 
jeden Erfolg: die geséttigten Fettsiuren von C 16 ab sind durch keinerej 
Variationen oder Zusétze zur Dialyse durch Pergamenthiilsen zu_ be. 


wegen: 





Auben 


1g glykocholsaures Natrium 

45 mg Palmitinsaure i.70 cem 
Phosphatpuffer v. py 6,46 
klar gelést 


1g glykocholsaures Natrium 

40 mg Stearinsaure in 70 ccm 
Phosphatpuffer v. py 6,46 
klar gelést 


1 g glykocholsaures Natrium 

50 mg palmitinsaures Natri- 
um in 70 ccm Phohphat- 
puffer py 8 


1g Taurocholsaure 
40 mg Palmitinsaure i. 70 cem 
1%iger HCl klar gelést 


Innen 


0,5¢ glykochol- 

saures Natrium 

35ccem Phosph.- 
Puffer 


0,5 g glvkochol- 
saures Natrium 
35cem Phosph.- 


Puffer 


0,5 g glykochol- 

saures Natrium 

35cem Phosph. - 
Puffer 


0,5g Taurochol- 
saure. 35 cem 
1% HCl 


Bedingungen 


| 12 Std. bei 38° 


| 48 Std. bei 38° 


{ 12 Std. bei 38° 
| 48 Std. bei 60° 


| 48 Std. bei 60° 


| 48 Std. bei 60° 


Dialysiert 


Omg Palmitin 
saure 
Dassel be 


Ich habe die Dialysen mit Hiilsen wiederholt, die mit Alkohol und 
Ather entfettet waren; dann mit solchen, durch die vorher schon 
myristinsaures Natrium (C 14) dialysiert war, die also sicher nicht 
verstopft waren; beides erfolglos. Die Durchlassigkeit von Pergament- 
membranen fiir wasserlésliche Stoffe wird also durch reinstes Natrium. 
glykocholat nicht erhéht, eher sogar erniedrigt; wie das schon Norris! 
bei Versuchen iiber abgestufte Durchlassigkeit von Kollodiummem- 
branen nachgewiesen hat und wie es Fiirth und Scholl? fiir die Dialyse 
von Kaliumjodid und Glucose in Gelatine zeigten; dagegen werden die 
wasserunléslichen Fettséuren von der Myristinsiure abwarts, die an 
sich, weil wasserunléslich, nicht dialysabel sind, durch gallensaure 
Salze diffusibel. 


Der Grund des Irrtums Kuthys liegt wahrscheinlich in der Methode 
Er hat den Gehalt der Fettséiuren nach der Dialyse nicht direkt be- 
stimmt, sondern aus dem Trockenriickstand die Fettsiuren und einen 
Teil der gepaarten Gallensiuren mit Ather extrahiert, im Abdampf- 
riickstand des Athers den Stickstoff bestimmt, daraus die Gallensiure 
berechnet, diese vom Gewicht des Gesamtriickstandes abgezogen 


und nun, ohne die Fettsdiuren zu isolieren, angenommen, daB der ganze 


' Earl R. Norris, Proc. of The Soe. f. exp. biol. a. med. 24, 483, 1927; 
Ronas Ber. f: d. ges. Phys. 40, 614, 1927. — ? Fiirth u. Scholl, diese Zeitschr. 
222, 430, 1930. 
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aus der Stickstoffdifferenz berechnete Riickstand aus Fettsauren 
bestehe. Da der Stickstoffgehalt der Glykocholséure nur 3°, betragt 
und bei den kleinen zur Analyse kommenden Mengen sowieso mit einer 
Fehlergrenze von mindestens 0,1 mg Stickstoff zu rechnen ist, bleibt er 
bei seinen Bestimmungen immer in der Nahe seiner Fehlergrenzen. 
Ich habe die Léslichkeit reinster kristallisierter Glykocholsiure in 
feuchtem Ather bestimmt; sie betragt 15 mg Glykocholsaure in 100 cem 
(ther. Wenn Kiithy seinen Riickstand mit 50 ccm Ather ausschiittelte, 
so hatte er maximal einen Glykocholséuregehalt von etwa 8 mg, die 
025mg Stickstoff enthalten; erniedrigt sich sein Stickstoffgehalt 
nach einer Analyse auf 0,1 mg, was noch innerhalb oder hart an seiner 
Fehlergrenze liegt, so berechnet er daraus 5 mg dialysierte Fettsaure, 
eine Methode, die unzuverlassig ist. 

Die von mir verwendete Methode der Trennung von Fettsauren 
und Gallenséuren in der Galle durch Hochvakuumsublimation! erlaubt 
dagegen, wenn auch nur in Ausbeute von itiber 90%, die Fettsduren 
kristallisiert, nahezu schmelzpunktsrein zu isolieren und zu wagen, was 
als Methode sicher zuverlassiger ist als eine indirekte Berechnung, 
hei der man nirgends die Analysensubstanz zu Gesicht bekommt. 

Um ganz sicher zu gehen, da diese Methode, die fiir Gallensaure- 
mengen von etwa 100 bis 200 mg und Fettséiuremengen von 10 bis 40 mg 
bestimmt war und dort eine Analysenausbeute von rund 90 bis 95°, ergab, 
auch auf das in diesen Versuchen etwas andere Verhaltnis von 400 bis 
1000 mg Gallensiuren und 2 bis 20 mg Fettsiuren anwendbar war, habe 
ich eingewogene Gemische nach der gleichen Methode analysiert; ich finde 
von jeweils 5mg Palmitinsdure in 100 mg Glykocholséure 4,2 mg wieder, 
in 300 mg 4 mg, in 500 mg 3,5 mg, in 1000 mg 3mg. Ware also in einem 
einzigen meiner vielen Versuche auch nur der dritte Teil der von Kithy 
angegebenen Mengen Palmitinséure oder Stearinsaéure diffundiert, so hatte 
ich sie nach der Sublimationsmethode wenigstens zu 70 bis 90°, finden 
mussen. 

Weiterhin habe ich versucht, ob das Cholesterin, das im Darm, 
wenigstens gelést in Fetten, verhaltnismaBig leicht resorbiert wird, 
durch irgendwelche Begleitsubstanzen zur Dialyse durch Pergament 
gebracht werden kann. 


Cholesterin ist durch Pergament undialysierbar, auch bei Anwesen- 
heit aller an der Resorption im Darm beteiligten Lipoide oder lipoly- 
sierenden Substanzen (EiweiB habe ich nicht mituntersucht?). Ebenso 
ist das chemisch mit dem Cholesterin bis auf eine Doppelbindung 
identische Gemisch von Koprosterin und Dihydrocholesterin indiffusibel ; 
ich habe die entsprechenden Versuche weggelassen. 


1 Breusch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 227, 242, 1934. 2 Siehe Benn- 
holds Aufsatz in ,,Medizinische Kolloidlehre‘*, S. 484. 
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( 


Dialysiert | 
Analyse Beim 


Innen in 20 cem H,0, aufen 20 cem H,0 ae 


dittur 


Glucose, Lecithin Untel 
Q mg Cholesterin Subst 


0.2 ¢ Lecithin 

1 g Glucose i 506 
Cholesterin gesattigt (25 mg) 

0,2 ¢ Lecithin 1b Q mg Cholesterin 
Cholesterin gesattigt (25 mg) F Lecithin 

0,2 ¢ Lecithin 

0,2 ¢ glykocholsaures Natrium 
Cholesterin gesattigt (26 mg) 
0,2g élsaures Natrium : Q mg Cholesterin 
Cholesterin gesattigt (50 mg) 


Glykocholsdure, Lecithi: 
0 mg Cholesterin 


0,2 ¢ caprinsaures Natrium 93 0 mg Cholesterin 


= 


Cholesterin gesattigt (16 mg) Caprinsaure 


Es interessiert in diesem Zusammenhang die Frage, die auch fiir 
die Resorption von Bedeutung sein kénnte, ob die niedrigen gesattigten 
Fettsiuren bis zur Myristinsdure. leichter als Seifen oder leichter als 
freie Fettséuren in Lésung von Lecithin und gallensaurem Natrium 
diffundieren. 





Innen in 20eem H,0 + Substanz, Dialysiert 


auBben 20 cem H, 0 i mg Analyse 


0,2 ¢ Lecithin Glykocholsaure 
0,2 ¢ glykocholsaures Natrium 2 - Lecithin 

0,2 g laurinsaures Natrium 23 mg Laurinsaéure 
0,2 g Lecithin Glykocholsaure 
0,2 g glykocholsaures Natrium : Lecithin 

0,2 g Laurinsaure 5 mg Laurinsaure 
0,2 ¢ Lecithin : Lecithin 

0,2 ¢g laurinsaures Natrium 46mg Laurinsaure 


0,2 ¢ Lecithin 
0.2¢ Laurinsaure 


13 3 mg Laurinsaure (7) 


| Lecithin 
teilweise 6dlig 


Die Seifen diffundieren also 5 mal leichter als die freien Fett- 
siuren in Lésung von gallensaurem Natrium. 


Die auffalligste, vorlaufig noch nicht erklarbare Rolle bei der 
Dialyse spielt das Lecithin. Das verwendete Lecithin ex ovo JMerch 
reinst dialysiert an sich nur zum geringsten Teil: es dialysieren: 
0.2¢ Lecithin 14 7 mg alkohollésliche Sub- 


stanz, acetonfallbar, Rest 
anorganische Salze 


0,2g¢ Lecithin 5 mg alkohollésliche Sub 
stanz, acetonfallbar 
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Ob es sich um eine echte Dialyse von Lecithin handelt, oder ob nur 
Beimischungen oder durch Hydrolyse entstandene Abbauprodukte 
diffundieren, konnte ich bei den geringen Mengen nicht entscheiden. 
Unter diesem Vorbehalt bezeichne ich die aus Lecithin dialysierte 
Substanz als Lecithin. 

Von glykocholsaurem Natrium, das allein nicht sehr leicht diffusibel 
ist. diffundieren unter gleichen Bedingungen: 





cithir 
Innen in 20cem H,0 + Substanz, Dialysiert 


auBen 20ecm H,O mg Analyse 


glykocholsaures Natrium 18 16 mg Glykocholséure 
glykocholsaures Natrium 21 18mg Glvkocholséure 


Dialysiert man Lecithin und glykocholsaures Natrium zusammen, 
so diffundieren iiberraschenderweise die drei- bis fiinffachen Mengen 


h Fur vlvkocholsaures Natrium, ohne dab die Menge des diffundierenden 
igten Lecithins zunimmt : 

r als sbi ee 

: (2g Lecithin 4 mg Lecithin 

rium (2g glykocholsaures Natrium 55 Glykocholsaure 


Lecithin P 6 Lecithin 
glykocholsaures Natrium ‘3 94 Glykocholsaure 


Lecithin 61 3 Lecithin 
. . ) - ‘ - 
glykocholsaures Natrium 50 ,, Glykocholsaure 


Die Dialyse von fettsaurem Natrium wird dagegen nicht vermehrt. 





Innen in 20 ecm H,0 + Substanz, Dialysiert 


aufen 20 eem H, O mg Analyse 


0,2g laurinsaures Natrium | 80 mg als 


sis ES 
: : , : (2 mg Laurinsaure 
als Vergleich | Vergleich die 


laurinsaures Natrium 64 Lecithin 
4 . ) ‘ ‘ ™ 
Lecithin 46 mg Laurinsaure 


laurinsaures Natrium Lecithin 
glykocholsaures Natrium ; 23 mg Laurinséure 
Lecithin 40 ,. Glykocholsaure 


Im Gegensatz zur Diffusion von gallensauren Salzen, die durch 
Anwesenheit von Lecithin stark beschleunigt wird, wird die Diffusion 
von diffusiblen wasserléslichen fettsauren Salzen durch Lecithin an- 
scheinend etwas behindert: die Zahl der Versuche ist bei der starken 
Streuung der Werte nicht grof genug, um Endgiiltiges sagen zu kénnen. 
Die Ergebnisse zeigen jedenfalls, daB schon bei diesen einfachen Modell- 
versuchen mit mdglichst reinen Substanzen die Verhaltnisse der 
vegenseitigen Lésungs- und Diffusionsbeeinflussung auBerordentlich 
kompliziert liegen; es ist anzunehmen, daB sie bei der Resorption im 
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Darm noch ganz wesentlich verwickelter sind. Zu den ganzen Dial yse. 
versuchen ist noch zu bemerken, daB die erhaltenen Werte bei Wieder. 
holungen um etwa maximal 40%, variieren, weil die Pergamenthii!sey 
nicht gleich dick sind und weil besonders bei Dialyse bei héheren Tem. 
peraturen und langer Dauer wegen des Verdampfens von Fliissigkeit 
eine genaue Konstanthaltung der Volumina nicht méglich ist. Innerhal} 
dieser Grenzen und qualitativ sind die Resultate immer dieselhen 


v. Kithy gibt mir in persénlicher Mitteilung an, daB er die Hiilsey 
jeweils vorher mit Farbstofflésungen auf gleiche Durchlassigkeit priifte vind 
gleichdurchlassige fiir seine Versuche auswahlte, so daB seine Variations 
grenzen niedriger sind als die meinen. Prinzipiell andert das nichts. Méglich 
ware auch eine Verinderung der Hiilsen, die Kiuthy benutzte, da er nac! 
seinen Angaben unbekannt alte, im Institut vorhandene Hiilsen benutzte 
Das Fabrikationsverfahren und damit die Durchlassigkeit der Hiilsen hat 
sich, wie mir die Firma Schleicher d& Schill auf Anfrage mitteilte, nicht 
geandert. 

Auf einen persénlichen Einwand v. Kiithys, daB die von mir verwendeten 
Diffusionshiilsen unter meinen Versuchsbedingungen nur etwa 20°, de: 
fiir vollen Ausgleich berechneten Menge Gallenséure durchlieBen, habe ich 
die wesentlichen Versuche nochmals mit Cellophanmembranen wiederholt. 
Aus dem gewohnlichen Cellophan, das ich, weil es an Wasser lésliche Stoffe 
abgibt, 2 Tage in flieBendem, dann 2 Tage in mehrmals erneuertem dest. 
Wasser wusch, wurden Sackchen von etwa 20 cem Inhalt an das Ende eines 
3cm weiten Glasrohres gebunden. In die Saéckchen wurden jeweils 10 ccm 
einer 1°, igen Lésung des betreffenden Stoffes gebracht, das ganze in ein 
mit 100 cem dest. Wasser gefiilltes Becherglas so eingehangt, daB Niveau- 
gleichheit bestand und bei Zimmertemperatur 72 Stunden stehengelassen. 

Es dialysierten unter diesen Bedingungen: 


LaurinsiureC 12... . 75mg Olsiure. ...... . 34mg 
MyristinsiiureC 14 . . . 25 ,, 
PalmitinsiureC 16... 0 ,, 
Glykocholséure. . . . . 71 ,, 


Glykocholsaure | 0 mg Palmitinsiure 
Palmitinséure { 65 mg Glykocholsiure 


‘Obwohl also die Membran viel durchlassiger ist als die Pergament- 
hiilsen (vgl. S. 291), obwohl bei Laurinsiure und bei Glykocholsaure fast 
voélliger Ausgleich eingetreten ist und Olsaure, die durch Pergament praktisch 
gar nicht diffundiert, hier zu 30°, durchging, ist von der gesattigten Palmitin- 
sdure nichts durchgegangen, auch nicht in Gegenwart von gallensaurem 
Natrium, so daB der Einwand, das Ausbleiben der Palmitinsaéuredialyse 
liege an der zu geringen Diffusion der Gallenséuren, nicht stichhaltig ist. 

Ob durch sehr hochkonzentrierte Gallensalzlésungen von 10 °, 
und mehr, in denen sich betrachtliche Mengen von Palmitinsaure lésen, 
sich eine Dialyse erméglichen laBt, soll spaiter untersucht werden. 


Nach alledem scheint mir, daB die Gallensduren fiir die Resorption 
der Lipoide im Darm bei weitem nicht die Rolle spielen, die man ihnen 
bis jetzt zugedacht hat: da®B jedenfalls bei der Lipoidresorption sicher 
keine einfache Diffusion vorliegt, sondern die Gallenséuren wahrschein- 
lich nur eine vorbereitende Aufgabe im Sinne einer Verminderung der 
Oberflichenspannung der Fetteilchen zur Wirksammachung der Darm- 
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lipasen und Dehydrasen haben, die so einer spezifisch chemischen 
Auslese auf oder in der Darmwand, vielleicht durch irgendwelche 
EiweiBe, zuganglich werden und dann vielleicht analog den Ansichten und 
Versuchen von Keller und von Benhold elektrophoretisch weiterbe- 
fordert werden. Es ist daran zu erinnern, dab subkutane Depots von 
Lipoiden bei sicherer Abwesenheit von gallensauren Salzen zur Re- 
sorption kommen und zwar auch hier wieder in scharfer chemischer 
Auswahl: Cholesterin und Fette werden resorbiert, Koprosterin und 
Paraffin bleiben liegen. Die Trager der Resorption sind hierbei sicher 
EiweiBk6rper des Blutes oder der Lymphe, da die Salze keinerlei Losungs- 
fahigkeit fiir Lipoide haben und andere lipoidlésende Substanzen wie 
Phosphatide nicht oder nur in ungeniigendem Mabe vorhanden sind. 


Es ist auch daran zu erinnern, daB selbst bei vélligem Gallen- 
verschluB 10 bis 30%, des Nahrungsfettes resorbiert werden; daB weiter- 
hin manche Tiere, z. B. Frésche, kein Gallensystem haben und trotzdem 
Fett resorbieren. 

Es scheint zweifelhaft, ob die von Verzdr und Kiithy entdeckten 
geringprozentigen Lésungen an freien Fettséuren in gallensauren 
Salzen bei saurem py im Darm iiberhaupt vorkommen; sie sind, wie 
angegeben!, iibersattigte Lésungen, die sich nach einiger Zeit triiben, 
was ich bestatigen kann. Ubersattigte Lésungen kénnen aber physi- 
kalisch iiberhaupt nur dann entstehen, wenn vorher Bedingungen 
vorlagen, in denen die Léslichkeit gréBer war; also z. B. entweder 
héhere Temperaturen, oder Lésen der Fettsiuren in Alkohol, EingieBen 
in Wasser und Wegdampfen des Alkohols, oder alkalisches oder neutrales 
pu und nachheriges Ansduern durch Zugabe zu sauren Pufferlésungen. 
Alle diese Bedingungen kommen im Darm nicht vor. Die diesbeziiglichen 
Versuche v,. Ktithys waren, wie er mir mitteilt, als Modellversuche 
gedacht. 

AuBerdem ist zu bedenken, daB ein schwach saures px des Diinndarm- 
inhalts von 6,4 bis 6,8 sich nur auf das Darmlumen bezieht und gar nichts 
aussagt iiber das py der letzten Molekiillagen auf der Darmwand selbst, 
auf das es fiir die Resorption ganz allein ankommt. 

Da die Darmoberfliche mit einem immer wieder erneuerten eiweib- 
haltigen Sekret aus dem Blute iiberzogen ist, das neutrale oder sogar leicht 
alkalische Reaktion hat, wovon man sich durch Auflegen von Lackmus- 
papier leicht iiberzeugen kann und auwerdem durch den standigen ZufluB 
dieses Sekrets das px des Darminhalts gegen den Dickdarm bis zur Neutralitat 
zunimmt, ist die Darmwand selbst nicht sauer, sondern neutral oder schwach 
alkalisch. Ich verweise auch auf Heupke*, der das pu des reinen Dickdarm- 
saftes kolorimetrisch zwischen 7,8 und 8,4, also weit im Alkalischen, fand. 
Das nur zum Vergleich, da das Darmwand-px des Dickdarms an sich nichts 
fiir die Fettresorption bedeutet, da dort normalerweise keine Fettséiuren 
mehr resorbiert werden. 

1 Diese Zeitschr. 205, 371, 1929, unten. — * Heupke, Zeitschr. f. exper. 
Med. 75, 83, 1931. 
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Zusammenfassung. 


Entgegen den Angaben von Verzdr und Kiithy fand ich gesattiste 
Fettsiuren von der Palmitinsiure C16 aufwarts, ebenso die Olsiure 
in Gegenwart gallensaurer Salze weder in irgendeiner wasserivey 
kolloidalen Lésung noch als Seifen, auch nicht unter extremen Be. 
dingungen durch Pergamenthiilsen diffusibel. Die ungesattigte (|. 
saure ist dagegen als Natriumverbindung durch Cellophanmembranen 
dialysabel. 

Gesattigte Fettsiuren unterhalb C16, die Myristinsiure C 14, die 
Laurinsaure C 12 und die Caprinséure C 10 werden mit dem Abnehmen 
der Molekiilgr6éBe in steigendem Mae diffusibel; auch die Léslichkeit 
der freien Fettséiuren in Lésungen gallensaurer Salze nimmt mit ab- 
nehmendem Molekulargewicht erheblich zu. 

Von den hoher ungesattigten Sauren dialysiert die Linolsaure 
C\, Hy, O, verhaltnismaBig leicht; die ungesittigte Oxyfettsiure 
Xicinolsaure C,g Hj, O, ist gerade noch dialysierfahig. 

Von den niedrigen dialysierfahigen Fettsiuren sind die Seifen 
mehr als fiinfmal leichter dialysabel als die kolloidalen Losungen der 
freien Fettsaéuren in gallensauren Salzen: auBerdem zeigt sich das auf- 
fallende Ergebnis, daB eine wasserig kolloidale Lésung von Lecithin, die 
an sich langsam dialysiert, die Dialyse von Natriumglykocholat um das 
Drei- bis Fiinffache beschleunigt, olfne selbst rascher zu dialysieren: 
daB aber in Gegensatz dazu die Dialyse von Seifen durch Lecithin nicht 
beschleunigt und durch gallensaure Salze sogar etwas verlangsamt wird. 


Die Arbeit wurde ausgefiihrt aus Mitteln der Roche-Stiftung der Chemi- 
schen Fabrik Hoffmann-la Roche, Basel, wofiir ich auch an dieser Stelle 
meinen besten Dank ausspreche. 
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(ber die Beziehungen der Schilddriise zum Blutzuckergehalt 
und zur Glykogenspeicherung'. 


(Nach Versuchen von A. Bohrn und A. Mayer.) 
Von 
Carl Sehwarz. 
(Aus dem physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1937.) 


Aus der Literatur iiber die Beziehungen der Schilddriisenfunktion 
zum Kohlenhydratstoffwechsel gewinnt man den Eindruck, dab die 
Schilddriise einen maBgebenden EinfluB auf den Kohlenhydratstoff- 
wechsel nimmt, ohne daB jedoch die Art dieses Einflusses bisher sicher 
erfaBt werden konnte. Da die Erhaltung eines relativ konstanten Blut- 
zuckerwertes durch hormonale und nervése Mechanismen im Mittel- 
punkt des Kohlenhydratstoffwechsels steht, hoffte man durch die Ver- 
folgung der Blutzuckerwerte bei der Uber- und bei der Unterfunktion 
der Schilddriise der Lésung dieser Frage naherzukommen. Dasselbe 
Ziel hatte auch die Priifung der Zuckertoleranz und die Verfolgung der 
glykamischen Reaktion nach oraler oder peroraler Glucosezufuhr bei 
normaler und gestérter Schilddriisenfunktion. 


In der Literatur iiber die Wirkung von Schilddriisenhyper- und -hypo- 
funktion auf den Blutzuckerwert findet man sehr verschiedene Ergebnisse, 
die zum Teil auch von der Tierart, welche zu den Versuchen herangezogen 
wurde, abhangig gefunden wurden. Von den vielen Literaturangaben 
seien nur einige aus den letzten Jahren hier angefiihrt, beziiglich der alteren 
sei auf die zusammenfassenden Darstellungen in den bekannten Hand- 
biichern verwiesen. 

Wahrend der Blutzuckerwert beim Kaninchen nach den Untersuchungen 
von Boe? von Hyperthyreoidismus und Athyreoidismus unbeeinfluBt ge- 
funden wurde, ergaben die an Hunden angestellten Untersuchungen von 
F. B. Underhill und Blatherwick®, Underhill und Nellans’, Takahasi', 
Parhon und Dérévici ® und auch die von Schwarz-Kéffinger 7, eine deutliche 
Herabsetzung des Blutzuckerwertes. 


Auch bei Uberfunktion von Schilddriise, gleichgiiltig, ob sie durch 
Schilddriisenfiitterung oder durch Einverleibung von Schilddriisenextrakten 


! Otto v. Fiirth zam 70. Geburtstag. —- ? G. Boe, diese Zeitschr. 64, 450, 
1914. — * F. B. Underhill u. N. R. Blatherwick, J. of biol. Chem. 19, 1914. 

4 F. B. Underhill u. Ch. T. Nellans, ebenda 48, 1921. —- ° Okayama 
Takahasi Igakkai, Zasshi 1926. 6 C.J. Parhon u. H. Dérévici, C. r. soe. 
Biol. 95, 1926. * C. Schwarz, Biol. gen. 9, 1933. 





296 C. Schwarz: 


oder von Thyroxin erzeugt wurde, haben die Versuche bei Kaninchen \;1( 
Hunden verschiedene Ergebnisse gezeitigt. So haben Kusaka! und Schia ju. 
reli und Bassi? bei hyperthyreoidisierten Kaninchen eine Senkung de; 
Blutzuckerwerte feststellen kénnen, wahrend bei Hunden Matsui, Kotsch. 
neff und Schlepakoff4, Lucke, Heydemann und Duensing® und Killian: 
eine Erhéhung der Blutzuckerwerte beobachten konnten. Diese Befunde 
am Hund werden auch durch die Untersuchungen von Maehara’ gestiitzt. 
der die Hefeextrakthypoglykamie durch Thyreoideafiitterung gehemmt wn 
nach Schilddriisenexstirpation verstiérkt fand. Die in ahnlicher Weise an 
Menschen angestellten Versuche haben weder bei Basedowkranken noc}; 
nach Schilddriisenexstirpation irgendwelche nennenswerte Veranderungen 
des Blutzuckers ergeben. 


Beziiglich des Ausfalls der glykimischen Reaktion nach Stérung de) 
Schilddriisenfunktion haben M. Labbé und G. Vitry® keinen Unterschied 
gegeniiber normalen Tieren feststellen kénnen, wahrend Killian® bei eine: 
Unterfunktion der Schilddriise eine linger andauernde Hyperglykimie 
gefunden haben will. SchlieBlich sollen noch die bemerkenswerten Versuchs- 
ergebnisse von Schallner!® Erwahnung finden, der feststellen konnte, dai 
thyreoidektomierte Hunde auf Kialteeinwirkung im Gegensatz zu Normal- 
tieren mit keiner ErhGhung sondern eher mit einer Erniedrigung des Blut- 
zuckerwertes antworten, so da es den Anschein gewinnt, daB die Zucker- 
mobilisierung bei der chemischen Warmeregulierung, die sich wahrscheinlich 
auch in einem erhéhten Blutzuckerwert ausdriickt, mit der Schilddriisen- 
funktion doch in irgendeiner Beziehung stehen diirfte. 


Methodik. 


Aus einer Reihe von Untersuchungen, die seit Jahren in meinem 
Institut ausgefiihrt wurden, ist bekannt, daB.Hunde sehr leicht auf 
einen ziemlich konstant bleibenden Blutzuckerniichternwert zu bringen 
und zu erhalten sind, wenn ihnen taglich die gleiche und ausreichende 
Futtermenge zugefiihrt wird und die Blutzuckerbestimmungen etwa 
12 bis 16 Stunden nach der Fiitterung, also-in der Verdauungsruhe 
erfolgen. 


Als Versuchstiere dienten zwei schilddriisenlose Hunde, von denen 
einem bereits vor 6 Monaten, dem anderen vor 18 Monaten die Schilddriise 
bei Schonung der aéuBeren Epithelkérperchen exstirpiert worden war, und 
zwei Normalhunde. Alle diese Versuchstiere erhielten, nachdem sie sich 
auf einen konstanten Blutzuckerwert eingestellt hatten, bestimmte Mengen 
chemisch reiner Glucose (je 10, 5 bzw. 2,5 g pro kg Kérpergewicht) per os 


1 8S. Kusaka, Jap. J. gastroenter. 4, 1932. — *? P. Schiaparelli u. 
A. Bassi, Riv. Clin. pediatr. 32, 1934. — * J. Matsui, Fol. endoc. jap. 14. 
1934. — 4 N. Kotschneff u. B.M. Schlepakoff, Zeitschr. f. exper. Med. 95, 
1935. — ° H. Lucke, E. R. Heydemann u. F. Duensing, ebenda 91, 1933. - 
8 J. A. Killian, Proc. soc. exp. Med. 17, 1920. — 7 K. Maehara, Fol. 
endocr. jap..9, 1933. — ®& M. Labbé u. G. Vitry, C. r. Soe. Biol. 82, 1919. 
* J. A. Killian, Proc. soc. exp. biol. 17, 1920. — ! F. Schallner, Inaug. 
Dissert., Wien 1929; Ref.: Wien. tierarztl. Monatsschr. 17. 
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mit der Schlundsonde, wonach die Wirkung der Zuckerbelastung auf den 
Blutzuckerspiegel durch fortlaufende Blutzuckerbestimmungen in Ab- 
stinden von je einer halben Stunde durch 5 Stunden hindurch verfolgt 
wurde. Die Glucosemenge war immer in 150 cem Wasser gelést. Zwischen 
den einzelnen Versuchsreihen wurde ein Zwischenraum von 4 bis 8 Tagen 
eingeschaltet, um jede St6rung durch die vorhergehende Zuckerbelastung 
auszuschlieBen. Vor jedem Glucoseversuch wurde immer der Blutzucker- 
niichternwert (nach Hagedorn-Jensen) bestimmt. Jeder Mittelwert der 
Tabelle wurde aus Doppelbestimmungen berechnet. 


Um den Einflu8 der Zufuhr von Schilddriisenstoffen auf den Blut- 
mckerspiegel und auf die glykimischen Reaktionskurven zu priifen, wurde 
drei Versuchstieren, namlich den zwei schilddriisenlosen und einem Normal- 
hund, durch 3 bis 4 Tage taglich je 15g Schilddriisensubstanz von einem etwa 
l5jahrigen mannlichen Pferde verfiittert und der erreichte Hyperthyreoi- 
dismus durch die aufgetretene Tachykardie festgestellt; sodann wurde die 
glykimische Reaktion nach Glucosebelastung durch Blutzuckerbestim- 
mungen in halbstiindigen Intervallen wie bei den vorhergehenden Ver- 
suchen verfolgt. 


Nach dem ersten Auftreten einer Hyperglykamie wurde dem Versuchs- 
tier mittels Katheters Harn entnommen, der auf Glucose untersucht wurde. 
Hier sei erwaihnt, daB jede orale Glucosezufuhr von 100 g oder mehr bei 
allen Versuchstieren auch eine deutliche Glucosurie ergab. 


Die Blutentnahme bei den Versuchstieren erfolgte mit besonderer 
Vorsicht, um eine eventuelle psychisch auszulésende Hyperglykamie hintan- 
zuhalten!. 


Die Ergebnisse der einzelnen Versuche sind in den folgenden 
Tabellen zusammengestellt. 


Die Versuchstiere waren folgende: 


A. Schilddriisenlose Hunde. 


Hund Nr. 1. Deutsche Schaferhiindin, 1'/, Jahre alt, 21 kg schwer; 
tagliche Futtermenge: 50 g Pferdefleisch und 200 g Hundekuchen. Diesem 
Tier wurde vor 7 Monaten die Schilddriise bei Erhaltung der auBeren Epithel- 
kérperchen vollsténdig exstirpiert. 

Hund Nr. 2. Bulldogge, Hiindin, etwa 8 Jahre alt, 18kg schwer; 
tagliche Futtermenge: 50 g Pferdefleisch und 180 g Hundekuchen. Diesem 
Tier wurde vor 1'/, Jahren die Schilddriise bei Erhaltung der auBeren Epithel- 
kérperchen vollstandig exstirpiert. 


B. Normalhunde. 


Hund Nr. 3. Deutscher Schaferriide, 2'/, Jahre alt, 23 kg schwer; 


tagliche Futtermenge: 50g Pferdefleisch und 200 g Hundekuchen. 


Hund Nr. 4. Spitzbastardhiindin, 1'/, Jahre alt, 12 kg schwer; tagliche 
Futtermenge: 50 ¢ Pferdefleisch und 150 g Hundekuchen. 


1 Vgl. Schuh, Arch. f. wiss. Tierheilkde. 71, 1936. 
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Tabelle I. 


e mit Hund Nr. 1 


(schilddriisenloser Hund, vor 7 Monaten operiert), 21 kg schwer. 





Maximale 
Steigerung 


1. Versuch 
10g Glucose pro kg 
Kirpergewicht 
Blutzuckermittel wert 
in %9 


6. XI. 
0,098 


210g Glucose per os 105g Glucose per os 52,5g¢ Glucose per os 


0,202 
0,224 
0,208 
0,200 
0,212 
0,213 
0,175 
0,171 
0,160 
0,150 
0,130 
7M. 
0,119 


+ 129 % 


2. Versuch 
5g Glucose pro kg 
Kérpergewicht 
Blutzuckermittelwert 
in Jy 


14. XI. 
0,096 


0,216 
0,192 
0,198 
0,210 
0,197 
0,185 
0,179 
0,192 
0,155 
0,137 
0,116 
15. XI. 
0,087 


+125 % 


Tabelle II. 


Versuche mit Hund Nr. 2 


3. Versuch 
2,5g Glucose pro ky 
Korpergewicht 
Blutzuckermittel we: 
in %, 


21. XI. 
0,087 


0,148 
0,133 
0,126 
0,125 
0,143 
0,122 
0,108 
0,091 
0,086 
0,082 
0,085 
22. XI. 
0,110 


197 0 
i iO oO 


(schilddriisenloser Hund, vor 18 Monaten operiert), 18 kg schwer. 





1. Versuch 
10g Glucose pro kg 
Kérpergewicht 
Blutzuckermittel wert 
in 95 


2. Versuch 
5g Glucose pro kg 
Koérpergewicht 
Blutzuckermittelwert 
in 9/9 


3. Versuch 
2,5g Glucose pro kg 
Kérpergewicht 
Blutzuckermittelwert 
in %Jp 


Max 
Steig 


Tabe 


20. XI. 
0.095 
45 g Glucose per os 
0,162 
0,148 
0,123 
0,088 
0,082 
0,077 
0,094 
0,088 
0,081 
0,075 
0,085 
21. XT. 
0,091 


10% 


13. XI. 
0.094 
90 g Glucose 
0,203 
1,142 
0,171 
0,161 
0,142 
0,139 
0,166 
0,135 
0,101 
0,088 
0,083 
14. XI. 
0,112 


+ 115 % 


Ml. 
7h 30’ 0,092 
8 180 g Glucose per os 
8 30 0,211 
9 0,176 
9 30 0,187 
10 0,194 
10 30 0,169 
11 0,206 
11 30 0,189 
12 0,176 
12 30 0,169 
13 0,158 

0,150 


9. XI. 
0,092 


| 9g 0 
+ 129% 


per 08 


Stei 


Ve 


erhi 
etw: 
thy: 


Maximale | : 
ersit 


Steigerung | 
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Tabelle III. Versuche mit Hund Nr. 3 (Normalhund), 23 kg schwer. 





1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 
10g Glucose pro kg 5g Glucose pro kg 2,5g@ Glucose pro kg 
Koérpergewicht Kérpergewicht Kérpergewicht 
Blutzuckermittel wert Blutzuckermittel wert Blutzuckermittelwert 
in %9 in 9/5 in %p» 


5. XL. 11. XI. 19. XI. 
0,108 0,091 0,092 
230 g Glucose per os 115g Glucose per os 57,5 g Glucose 
0,156 0,142 0,129 
0,142 0,109 0,118 
0,138 0,123 0,113 
0,140 0,132 0,126 
0,132 0,112 0,107 
0,147 0,100 0.100 
0,142 0,089 0,090 
0,119 0,085 0,094 
0,119 0,090 0,092 
0,116 0,089 0,091 
0,115 0,086 0,088 
6. XI. 13. XL. 20. XI. 
0,121 0,096 0,097 


Tabelle IV. Versuche mit Hund Nr. 4 (Normalhund), 12 kg schwer. 





1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 
10 g Glucose pro kg 5g Glucose pro kg 25g Glucose pro kg 
Koérpergewicht Kérpergewicht Kérpergewicht 
Blutzuckermittel wert Blutzuckermittel wert Blutzuckermittel wert 

in %fo in %/9 in J 

29. XI. 18, XI. 22. XI. 

7h 30’ 0,100 0,102 0,102 
120 ¢ Glucose per os 604 Glucose per os 30g Glucose per os 

30 0,152 0,161 0,132 

0,143 0,144 0,119 

0,124 0,139 0,115 

0,148 0,126 0,132 

0,130 0,117 0,131 

0125 0,104 0,103 

0,115 0,096 0,097 

0,110 0,092 0,087 

0,093 0,097 0,092 

0,097 0,093 0,098 

0,101 0,090 0,101 

19. XI. 23. XI. 

0,103 O,117 
Maximale | 1 B20 1. pg L 99 0 
Steigerung | aide eid B ee 
Versuche nach vorangegangenerZufuhrvonSchilddriisenst offen. 
Die schilddriisenlosen Hunde Nr. 1 und 2 und der Normalhund Nr. 3 
erhielten durch 4 Tage taglich je 15g frische Schilddriisensubstanz eines 
etwa l5jahrigen Schlachtpferdes mit dem Futter; die Wirkung der Hyper- 
thyreoidisation auf die Pulszahl und auf den Blutzucker ist aus der Tabelle V 

ersichtlich. 
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Tabelle V. 


glyka 





Menge wird : 
Blutzucker- der verfiitterten ee 
Pulszahl mittelwert | Schilddriisensub- H\ pe 
in %g | Stanz vom Pferd Anste 
1929 in g é 


Datum 


= — : — driise 

Hund Nr.1 (schilddriisenlos), 21 kg schwer. meng 

9. XII. 112 0,095 hed 
_ XIL. 120 0,096 — 

> ed. 144 0,130 f druse 

2. XII. 140 0,125 ~ Ansti 


Hund Nr. 2 (schilddriisenlos), 18 kg schwer. maxi 
XII. || 108 0,090 15 125. 
11. XII. 118 0,099 15 ie 
12. XI. 132 0,140 15 0), 0 
13. XII. 128 0,137 wa der | 
Hund Nr.3 (Normalhund), 23 kg schwer. Maxi 

10. XII. 104 0,094 5 
11. XII. 114 0,121 
12. XII. 138 0,136 : 
13. XII. 135 0,142 grb 
14. XII. 142 ~ 0,146 — noch 


abge 


Mit diesen hyperthyreoidisierten Tieren, bei denen der Blutzucker- 
niichternwert erheblich gestiegen war, sind die folgenden in Tabelle VI 
niedergelegten Glucosebelastungsversuche angestellt worden. 


tagli 
Erh¢ 
belas 


Tabelle VI. Versuche nach vorangegangener Schilddriisen- Anst 
fiitterung. driis 


Schi 





| Versuch vom 12. XII. Versuch vom 13. XII. Versuch vom 14. XII. 
\| Hund Nr. 1, | Hund Nr. 2, Hund Nr. 3, 
schilddriisenlos schilddriisenlos Normalhund 


Blutzuckermittelwert Blutzackermittel wert Blutzuckermittelwert schil 
in %> in %Jp in °/ még 


7h 30 0,125 0,137 0,146 daB 
8 52,5 g Glucose per os 45g Glucose per os 57,5 g Glucose per os so oe 
8 30 0,162 0,183 0,186 

9 0,152 | 0,179 0,171 hear 
9 30 0,146 0,160 0,174 
10 0,157 0,147 0,162 (ah 
10 30 | 0,132 0,136 0,150 ” 
11 0,122 0,132 0,158 driis 
11 30 0,114 0,125 0,154 Wir 
12 0,111 0,111 0,147 se 

12 30 0,112 0,124 0,154 _— 
13 0,122 0,126 0,158 bere 
13 30 0,128 0,133 0,150 que 


Maximale | | on a ial 
Steigerung | | + 29% + 33% Tee” : | 
ekt 


Das Ergebnis vorstehender Versuche fiihrt zu folgenden Fest- daB 
stellungen: erre 


Normalhunde sowie schilddriisenlose Hunde reagieren auf die 
pro kg gleiche Glucosebelastung mit einer rasch einsetzenden Hyper- 
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yiykamie, deren Maximum bereits nach einer halben Stunde erreicht 
wird; das hierauf erfolgende langsame Absinken, woran sich meist eine 
Hypoglykamie anschlieBt, wird fast regelmaBig durch ein zweites 
Ansteigen des Blutzuckerwertes unterbrochen. Die Kurven_ schild- 
driisenloser Hunde zeigen, besonders nach Verabreichung groBer Glucose- 
mengen, zuweilen noch ein drittes Ansteigen im abfallenden Schenkel 
der Kurve. Dabei war in allen Versuchen festzustellen, dal schild- 
drisenlose Hunde auf Glucosebelastung mit einem fast doppelt so hohen 
Anstieg der glykdmischen Kurve wie Normalhunde antworten. Die 
maximalen Steigerungen betrugen bei schilddriisenlosen Tieren 129, 
125, 70, 129, 115 und 70°,, denen maximale Steigerungen von 39, 59, 
1), 52, 58 und 29°, bei normalen Hunden gegenitiberstehen. Die Menge 
der peroral zugefiihrten Glucose driickt sich nur im hyperglykamischen 
Maximalwert, aber nicht im Verlauf der glykamischen Kurve aus. 

Die Hyperglykamie, die bei Normalhunden nach 3!/, bis 4 Stunden 
abgeklungen ist, dauert bei schilddriisenlosen Hunden, besonders wenn 
vroBere Traubenzuckermengen verabreicht wurden, nach 5 Stunden 
noch an. 

Die Zufuhr von Schilddriisensubstanz, deren Wirkung durch die 
tiglich sich steigernde Erhéhung der Pulszahl und durch eine deutliche 
Erhéhung des Blutzuckers zum Ausdruck kam, bewirkte nach Glucose- 
belastung bei den zwei schilddriisenlosen Hunden einen geringeren 
Anstieg der Hyperglykamie als vorher, beim Fehlen wirksamer Schild- 
driisenstoffe. Auf die glykamische Reaktion normaler Hunde hat die 
Schilddriisenzufuhr keinen Einflul. 

Aus diesen Befunden kann wohl geschlossen werden, daf} beim 
schilddriisenlosen, ausreichend gefiitterten Tier entweder das Ver- 
mégen der Zucker- bzw. Glykogenspeicherung vermindert sein muf oder 
daB seine Kohlenhydratdepots als Folge des verminderten Stoffumsatzes 
so gefiillt sind, dai} jede Glucosezufuhr mit einer starken Hyperglykamie 
beantwortet wird. 

Mehr Wahrscheinlichkeit hat sicher die Annahme, dab die Zucker- 
(Glykogen-) Speicherung in den Kohlenhydratdepots von der Schild- 
driisenfunktion direkt oder indirekt abhangig ist (Insulin). Ob diese 
Wirkung auf dem Wege iiber den Inselapparat oder iiber die Neben- 
niere erfolgt, mége unerortert bleiben; erwaihnen méchte ich nur, dab 
bereits im Jahre 1919 M. Labbé und G. Vitry! von einer verminderten 
Zuckerspeicherung bei Hyperthyreoidismus gesprochen haben und dab 
in letzter Zeit auch M. W. Goldblatt? angibt, da jungen thyreoid- 
ektomierten Tieren die Fiahigkeit der Glykogenspeicherung fehlt und 
daB sie auch den Blutzuckerhéchstwert nach Adrenalin langsamer 
erreichen als Normaltiere. 

1 M. Labbé u. G. Vitry, C. x. soc. biol. 82, 1919. —- * M. W. Goldblatt, 
J. of physiol. 86, 1936. 
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Studien iiber Acetylierung. 
Il. Mitteilung: 
Der EinfluB verschiedener Stoffe auf die Bildung von 
Paraaminobenzoesiure am Kaninchen. 
Von 
Benjamin Harrow, Abraham Mazur, Ernest Borek und Carl P. Sherwin, 
(Aus der Abteilung fiir Chemie der City College, College of the City 
New York.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1937.) 


Wir hatten vor kurzem gezeigt (1), dab bei Injektion von p-Amino.- 
benzoesaure in Kaninchen ein Teil dieser Substanz als p-Acetylamino- 
benzoesiure ausgeschieden wird, und dal die Acetylierung durcl 
Injektion von Insulin deutlich verstarkt wird. Die Tatsache, dai; 
Insulin den Kohlenhydratstoffwechsel anregt, lie vermuten, dal cic 
Bildung der Acetylgruppen auf~ den entsprechenden Stoffwechse! 
vorgingen beruhe. Sollte dies zutreffen, so mubte die Injektion ver 
schiedener, fiir den intermediadren Stoffwechsel also den Kohlen 
hydrat-, den Fett- oder den Proteinstoffwechsel — bedeutungsvoller 
Substanzen die Menge der aus der p-Aminobenzoesiure gebildeten 
p-Acetylaminobenzoesaure beeinflussen. 

Die benutzte Methode ist bereits beschrieben worden (1). Es 
braucht lediglich erwihnt zu werden, daB die Mengen der verschiedenen 
Stoffe auf die Grundmenge von 2 g Glucose bezogen wurden, so dat 
beispielsweise von den Hexosen je ein Molaquivalent, von den Di. 
sacchariden je ein halbes Aquivalent und von den C,-Verbindungen je 
zwei Moliquivalente verwendet wurden. Die einzige Ausnahme bildete 
Glutathion, das in einer Menge von 5,0 mg je kg Kérpergewicht den 
Tieren verabfolgt wurde. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben. Aus 
ihr ist ersichtlich, da mit Ausnahme von Natriumchlorid und Glutathion 
alle verwendeten Stoffe die Acetylierung in verschiedenem Ausmatlic 
férdern. Wahrend es im allgemeinen gewagt erschien, die Stoffe nacl 
gréBerer oder geringerer Wirksamkeit zu ordnen, schienen die Di 
saccharide die Acetylierung wesentlich starker anzuregen als die iibrigen 
Stoffe, wie etwa Glycerin. Die Ergebnisse fiihren demnach zu der 
Annahme, da sowohl Kohlenhydrate wie Fette und Proteine im Kérper 
Acetylgruppen zu bilden vermégen, und daB jede der drei Klassen vou 
Nahrungsstoffen wahrend der Stoffwechselumwandlungen ein CH, . CO 
Stadium durchlaufen. (Es soll erwaihnt werden, da sich die Stickstoff 
werte durchgingig als nahezu konstant erwiesen, wahrend die Zahle 
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fur die Reduktionsfahigkeit, die mit der Methode von Sha/fer-Hartmann 
ermittelt wurden, in weiten, wenn auch nicht auBerhalb der natiirlichen 
Verhaltnisse liegenden Grenzen schwankten.) 


Um die GewiBheit zu erhalten, da durch die Injektion von 2 g 


Glucose (oder dem entsprechenden Aquivalent der anderen Stoffe) 


tatsichlich der Zuckergehalt des Blutes verdindert wurde, wurden 
hiertiber besondere Versuche angestellt, von denen im folgenden ein 
Beispiel wiedergegeben ist : 

Kaninchen, Kérpergewicht 2,4 kg. Subcutane 
Injektion von 2g Glucose. 
Blutzuekerbestimmung nach Folin-Wu (2) in 
Abstanden von einer halben Stunde. 





mg 100 ecem 


mg/100 cem i . 
Zeit (Stunden) Glucose 


Zeit (Stunden) Glucose 


92,5 . 135.9 
162,0 : 118,0 
140,5 


Wirkung verschiedener Stoffwechselsubstanzen auf die 
Acetylierung im Kaninchen. 





Ausgeschiedene Menge 
p-Acetylaminobenzoesaure 
(in g 48 Std.) nach Injektion 


Zunahme 
der Acetylierung 
(in gp-Acetylamino- 


Nr. des von 1 gp-Aminobenzoesiure Zugesetzte benzoesaure) Mittlere 
Versuchs- ——— - Substanz —_—— - Zunahme 
tieres mit Zusatz in "Jo 

ohne von Stoff- Kinzel- : 
Zusatz wechsel- werte Mittel 
substanz 


OD O28 


pe (,lucose 
0.20 0.35 slucose 


O15 0,25 Bouct O10 
0,25 0,52 vane 0,27 
0,12 0,37 0,25 
0,14 0.46 Maltose 0.32 
0,10 0,38 9,28 
0,15 0,45 0,30 
O15 046 0,31 
0,20 0,57 0,37 
O15 0.40 
0,25 0,48 


Lactose 


Saccharose 


0,25 
0,23 
O,10 O18 ee 0,08 
O15 0.28 Milchsaure 0.13 
O,Lz 0,30 Bernstein - 0,18 
0,14 0,32 saure 0,18 
0,05 
0,12 


Essigsaure 


0,15 0,20 


» or Glyceri 
0,25 0,37 hyeerin 





Bb. Harrow, A. Mazur, BE. Borek u. C. P. Sherwin. 





Ausgeschiedene Menge Zunabme 
p-Acetylaminobenzoesiure der Acetylierung 
(in g/48Std ) nach Injektion (in g p-Acetylamino- 
Nr. des von 1g p-Aminobenzoesiiure Zugesetzte benzoesiure) 
Versuchs- 
tieres mit Zusatz 
ohne von Stoff- Kinzel- 
Zusatz wechsel- werte 
substanz 


Substanz 


Mittel 


0,12 0,33 pic 53 
0,14 0.35 Olsaure 


0,21 

0,21 

O15 0,30 ; . OLD 

0,20 0,49 Glutamin- 0,29 
Saure 

0,20 0,34 QO,14 

O15 0,32 Glykokoll 0,17 


0,15 0,16 Natrium- 
0,20 0,19 ehlorid 

QO,29 0,29 
O31 0,30 


unte 

Glutathion ring 
Anse 

Literatur. sche 


1) B. Harrow, A. Mazur u. C. P. Sherwin, J. of biol. Chem. 102, 35. ing 
1933. 2) O. Folin u. F. Wu, ebenda 41, 367, 1920; S2, 83, 1929. Vita 
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Uber das Verhalten der Blutkatalase bei der Seidenraupe 
unter ungiinstigen Lebensumstinden. 
Von 
K. Yamafuji, 8S. Goto und N., lio. 


Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fir Zucker 


forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 25. Juni 1937.) 


In einer friiheren Mitteilung hat der eine von uns gezeigt, dal die 
unter ungiinstigen Bedingungen gefiitterten Seidenspinner eine ge- 


ringere Amylaseaktivitat besitzen als die normal gefiitterten (1). Im 


AnschluB an diese Ergebnisse, aber auch zur Erklarung der physiologi- 
schen Funktion der Blutkatalase bei Tieren ohne Hamoglobin haben 
wir nun die Beziehung zwischen Katalasewirkung des Blutes und 
Vitalitét bei Bombyx mori untersucht. 

Zu diesem Zwecke wurde im Herbst 1936 eine Anzahl Seidenraupen 
aufgezogen. Nach der dritten Hautung teilten wir sie in zwei Gruppen. Die 
erste Gruppe wurde weiter in gew6hnlicher Weise und die zweite unter 
ungeniigender Liiftung sowie etwas héherer Temperatur und Feuchtigkeit 
als normal aufgefiittert. In den Perioden der Puppen und Schmetterlinge 
wurden diese beiden Gruppen auf dieselbe Weise, aber voneinander getrennt 
geziichtet. Die abgelegten Eier wurden im Friihling 1937 ebenfalls getrennt 
bebriitet und die ausgeschliipften Larven unter normalen Umstianden 
gefiittert. 

Zu verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung bestimmten wir 
die Katalase im Blute der Raupen, welche keine auBeren Erkrankungs- 
anzeichen haben. Dabei wurde gefunden, dali die obenerwahnten un- 
giinstigen Ziichtungsbedingungen, wie bei der Amylase, eine Ver- 
minderung der Katalasewirkung im Larvenblut hervorbringen, dab 
die einmal verminderte Katalaseaktivitat in den darauffolgenden 
Entwicklungsperioden, in denen das Insekt keine Nahrung aufnimmt, 
noch nicht wieder hergestellt wird [vgl. auch (2)], daB aber in der Raupen- 
periode der zweiten Generation, zugleich mit der Wiederherstellung 
der K6rperkraft durch Nahrungsaufnahme, auch die Enzymverminderung 
wettgemacht wird. Da®B die Raupen der zweiten Gruppe in der zweiten 
Generation gleiche K6rperstirke mit der ersten Gruppe besitzen, 
wurde durch Ermittlung der Zahl der unter ungiinstigen Bedingungen 
zugrunde gehenden Larven festgestellt. Aus diesen Beobachtungen 
kénnen wir schlieBen, daB zwischen Vitalitat des Seidenspinners und 
Katalasewirksamkeit seines Blutes eine enge Beziehung besteht. 
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Versuchsteil. 


Zwei Originalrassen, Japan-J und China-N, wurden verwendet 
Katalasebestimmung erfolgte nach der friiher angegebenen Methode (3) (4 
Die katalatische Wirksamkeit wurde durch die Mittelwerte der Konsta: 
kh. 10° der monomolekularen Reaktion ausgedriickt. In Tabelle I geber 
den Katalasegehalt des Blutes in der ersten Generation wieder. 


Tabelle I. 





: Larve nach der 4. Hautung Puppe 
Gruppe - Santino 
1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag 7. Tag 
Japan-J-Q. logia 
119 12,2 10,2 20,0 1939 
9,7 7,6 8.9 17,6 
China-N-o'. 
we 5,7 DA 11.6 
| 4,8 3,9 9.8 


8.5 6,6 7 
Il 1,6 5.9 4 


Die Ergebnisse der vergleichenden Bestimmunyen der Blutkatalase 
der zweiten Generation enthalt Tabelle I1. 


Tabelle II. 





Larve nach der 4, Hautung Puppe Falter 
Gruppe : * ee a ° 
2. Tag 4. Tag 6. Tag 8. Tag 1. Tag 


Japan-J-9. 
10,7 90 6,6 6,8 17,0 
10,6 9,1 7,0 7,0 17,6 


Japan-J-o’. 


, 


13,8 11,3 8,5 957 19,1 
13,9 11,0 9,0 94 19,2 


Um die Widerstandsfahigkeit der zwei Gruppen in der zweiten Genera 
tion zu vergleichen, wurden die Larven nach der vierten Hautung teils in 
einem groBen Kasten aufgefiittert (A), teils hungern gelassen (B) und taiglic! 
die Zahl der zugrunde gegangenen Raupen ermittelt. Die Zahlen in Ta 
belle II] bedeuten den Prozentsatz der toten Raupen. Rasse Japan-.J. 


Tabelle LTA. 





Tag nach der 4. Haiutung 
Gruppe Geschlecht 5 Gane 2 wm eae Summ 
5. 6. 





Verhalten der Blutkatalase bei der Seidenraupe usw. 


Tabelle LIB. 





Hungertage 
Summe 


Gruppe Geschlecht 
8 

18 50 

11 47 


15 49 
14 2% 1: 49 


Literatur. 
1) K. Yamafuji, diese Zeitschr. 287, 23, 1936. — 2) Derselbe, Enzymo- 
logia 1, 268, 1936. — 3) Derselbe, Bull. agricult. chem. Soc. Japan 9, 172, 
1933. — 4) Derselbe, Enzymologia 1, 120, 1936. — 5) K. Yamafuji u. S. Goto, 


ebenda 2, 1937. 





Schwermetallproteid und Pyridinproteid, die Komponenten 
blausiure- und kohlenoxydempfindlicher Alkoholdehydrasey, 


(Kurze Mitteilung.) 
Von Fritz Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahk 


(Eingegangen am 14. September 1957.) 


Gibt man zu einer sauerstoffhaltigen, wasserigen Alkohollésun: 
Kupfer-Proteid!, Brenzkatechin und Negeleins Diphosphopyridin 
Proteid®, so dehydriert das Pyridin den Alkohol zu Acetaldehyd, Ort}, 
chinon dehydriert das hydrierte Pyridin, das Kupfer dehydriert das 
Brenzkatechin und der Sauerstoff reoxydiert das Kupfer (Protokol! 
Damit ist der Anfangszustand in bezug auf die Proteide® wieder he: 
vestellt, wahrend die Substrate Alkohol und Sauerstoff verschwunden 
sind. Da das autoxydable Proteid dieses Systems ein Schwermetal! 
Proteid ist, so wird diese Alkoholdehydrase — anders als die aus Allo. 
xazin-Proteid und Pyridin-Proteid zusammengesetzte Alkoholdehydras 

durch Blauséiure und durch Kohlenoxyd gehemmt. 


Protokoll. 


Manometrische Messung der Alkoholoxydation. 


Versuchstemperatur: + 16°C, 





Gefaib I Gefab Gefib Il 
Hauptraum: 2cem m/10 Pyrophosphatlésung 
IH = 7.85 
0,8 mg EiweiBkomponente 
des Diphospho-Pyridin-Proteids 
in 0,2 cem Wasser 
0,9 mg Diphospho-Pyridin- 
Nucleotid in 0,3 cem Wasser 
0,1 ecm Athylalkohol 
0,015 mg Kupfer-Proteid 0,080 mg Kupter- | 
in 0,15 cem Wasser Proteid 
in 0,3 com Wasser | 
0.3 cem Wasser 0,15 ccm Wasser 0,05 com Wasser 
0,1 cem m/10 Ka- 
liumeyanidlésuny 
(m/300 KCN in 
GefiiB) 
Birne: 0,01 mg Brenzcatechin 
in 0,1 cem Wasser 
Gasraum: Luft > > 


Verbraucht cmm O» emm Og emm O» 


nach 5 Min. 10,5 17,5 1 
st SE a 19 32 ] 
sy Se 31 46,5 1,5 


' Diese Zeitschr. 292, 221, 1937. — * Ebenda 289, 436, 1937. 3 Nomen- 
klatur der Proteide siehe: O. Warburg, Ergebnisse der Enzymforsehuny, 
Bd. VII. Akad. Verlagsges. Leipzig. 
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Uber die enzymatische Synthese der Kreatinphosphorsiure 
und die biologische ,Reaktionsform* des Zuckers!: 2. 
Von 
(. Meyerhof, W. Sehulz und Ph. Schuster. 

(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 

(Eingegangen am 2, August 1937.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die bald nach der Entdeckung der Kreatinphosphorsaure* gemachte 
Beobachtung, daf sie aus ihren Spaltstiicken nicht nur aerob, sondern 
auch anaerob im lebenden Muskel synthetisiert werden kann *, fand ihre 
erste, zunichst noch unbestimmte Deutung damit, daB die hierfiir 
erforderliche Energie aus der gleichzeitigen Milchsiurebildung stamme. 
Weiterhin konnte eine Koppelung zwischen Milchsiurebildung und 
Kreatinphosphorsauresynthese auch im zellfreien Extrakt des Muskels 
nachgewiesen werden ®. Bald darauf wurde ein spezieller Mechanismus 
der Synthese gefunden, die Synthese infolge gleichzeitiger Spaltung von 
Adenylpyrophosphorsaure (Adenosintriphosphorsiure) in Adenylsdure 
und Phosphat®. Dies lieB sich als Phosphatiibertragung von Adenyl- 


pyrophosphorsaéure auf Kreatin deuten und war auch thermodynamisch 
verstandlich, denn die — von der freien Energieinderung wohl nicht 
sehr verschiedene — Warmeténung der Spaltung der Kreatinphosphor- 
siure betrigt pro 1 Mol 11000 geal, die der Spaltung von Adenosin- 
triphosphorsaure pro Mol 24000 geal, pro Mol Phosphorsadure also 
12000 geal, so daB danach die Reaktion 


| Adenosintriphosphorsaure +- 2 Kreatin 

== ] Adenylsdiure +- 2 Kreatinphosphorsaure (1) 
nahezu thermoneutral sein muBte. Nachdem von K. Lohmann’ gezeigt 
war, daB die gleiche Reaktion von rechts nach links verlaufen konnte 
(so da es sich um eine Gleichgewichtsreaktion handelte’), wurde die 
schon seinerzeit vermutete Verbindung zwischen den beiden Beob- 
achtungsreihen iiber die Synthese der Kreatinphosphorsaure durch die 
Entdeckung von J. K. Parnas hergestellt®, daB die Phosphatiiber- 


! Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. — ? Vorl. Mitt. Naturwiss. 25, 
443, 1937. — ° Fiske u. Subbarow, Science 65, 401, 1927; P. Eggleton u. 
G. P. Eggleton, Biochem. J. 21, 190, 1927. —- 4 O. Meyerhof u. K. Lohmann, 
Naturwiss. 15, 670, 1927. — 5 Dieselben, diese Zeitschr. 196, 22, 1928. 

- § Dieselben, ebenda 253, 431, 1932. — 7 Diese Zeitschr. 271, 264, 1934. 
— § O, Meyerhof u. H. Lehmann, Naturwiss. 23, 337, 1935; H. Lehmann, 
diese Zeitschr. 286, 336, 1936. — ® Ebenda 272, 64, 1934. 
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tragung von Adenosintriphosphorsaure ein Teilglied der Umesteri, 
der Phosphorsaure von Phosphobrenztraubensiure auf Kreatin 
wahrend ja dieser Zerfall der Phosphobrenztraubensaiure in Bre 
traubensdure und Phosphorsaure, wie friiher gezeigt!, ein Teilvorgany 
der Milchséurebildung ist. Unter Weglassung der intermediar auf. 
tretenden Adenosindiphosphorsaure laBt sich die Parnassche Reakt ion 
2 Phosphobrenztraubensaure + 2 Kreatin 
2 Brenztraubensaure -+- 2 Kreatinphosphorsaure 
zerlegen in die beiden Teilglieder 
2 Phosphobrenztraubensaure + 1 Adenylsiure 
2 Brenztraubensiure + 1 Adenosintriphosphorsaure (3 
und in die schon genannte Reaktion 
| Adenosintriphosphorsaéure + 2 Kreatin 
= ] Adenylsaure -++ 2 Kreatinphosphorsaure. (I 
Die Spaltungswirme der Phosphobrenztraubenséure nach det 
Gleichung 


Phosphobrenztraubensaure = Brenztraubensdure + Phosphorsaure (4 


ergab sich zu + &CU0 geal; die daraus fiir die Reaktion (2) berechneten 
— 3000 geal pro 1 Mol wurden durch direkte Messung bestatigt ?. Die weit. 
gehende Erklarung dieser Reaktionskoppelung aus den Teilreaktionen, 
aus denen sie zusammengesetzt ist, Konnte aber nicht dariiber hinweg- 
sehen lassen, daB damit die im lebenden Muskel nachweisbare Reaktions- 
verkniipfung nur zur Halfte aufgeklart war. Nach den verschiedenen 
Messungen dieses Instituts und den besonders sorgfaltigen von EL. Lunds. 
gaard*, werden maximal 2 Mol Kreatinphosphorsdure pro 1 Mol Milch- 
siure synthetisiert, was in gutem Einklang mit den Beobachtungen 
steht, erstens, da wahrend der anaeroben Restitutionsperiode des 
Muskels nur sehr wenig Warme frei wird, zweitens, daB in jodessigsaure- 
vergifteten Muskeln, wo die Resynthese der Kreatinphosphorsaure 
fehlt, der isometrische Koeffizient der Warme (Ky) derselbe ist, wie im 
normalen Muskel. Beides setzt voraus, da fiir die Synthese ebenso 
viel Warme absorbiert, wie durch die gleichzeitige Milchséurebildung 
geliefert wird. Letztere betragt aber pro Mol Milchsdure ohne Neutrali- 
sation 16000 geal, mit Neutralisation, wenn die Halfte der Milchsaure 
durch Protein, der Rest durch Phosphat und Bicarbonat neutralisiert 
wird’, etwa 24000 geal, also wenig mehr als die Synthese von 2 Mol 
Kreatinphosphorsiure verbraucht. Bislang fehlte die Erklarung fiir 


1 K, Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 273, 60, 1934. 


2 O. Meyerhof u. W. Schulz, diese Zeitschr. 281, 292, 1935. — * Ebenda 233. 


336, 1931, Tabelle VII. — 40. Meyerhof u. K. Lohmann, ebenda 16s, 
128, 1926. 
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Uber die enzymatische Synthese der Kreatinphosphorsaéure usw. 311 


die Synthese des zweiten Molekiils Kreatinphosphorséure. Da nach 
unserer Kenntnis der Intermedidrreaktionen der Milchsaurebildung keine 
andere Dephosphorylierung von Zwischenprodukten vorkommt als 
diejenige der Phosphobrenztraubensdure, so konnte die fiir diese 
Synthese erforderliche Phosphorséure nicht durch Ubertragung von 
einem solchen Intermediarprodukt geliefert werden. 

Die Milchsaiure entsteht, ausgehend von Hexosediphosphorsaure, 
nur zu einem kleinen Teil nach der von Embden' zuerst formulierten 
Reaktion 

1] «-Glycerinphosphorsiure + |] Brenztraubensaure 
= 1 Triosephosphorsaure + | Milchsaure, (5) 
zur Hauptsache aber durch Dismutation der Triosephosphorséure nach 
der Reaktion 
1 Triosephosphorsaure + 1 Brenztraubensaure 

1 Phosphoglycerinséure + 1 Milchsaure, (6) 
d.h. sobald einmal etwas Brenztraubenséure durch die anfangliche 
Dismutation der Hexosediphosphorsiure in »-Glycerinphosphorsiure 
und Phosphoglycerinséure entstanden ist, reagiert sie mit der aus 
Hexosediphosphorséure durch die Zymohexasereaktion entstandenen 
Triosephosphorsaure, wodurch neue Phosphoglycerinsiure entsteht, 
die wieder in Brenztraubensaure zerfallt, nach Gleichung (6) weiter 
reagiert usw.”. Da von den 16000 gcal Spaltungswairme der Milchséure 
8000 geal auf den Zerfall der Phosphobrenztraubensiure in Brenz- 
traubensaure und Phosphorsiure zu stehen kommen, bleiben noch 
8000 geal iibrig. Da der Ubergang von Phosphoglycerinsaure in 
Phosphobrenztraubensdure annihernd thermoneutral ist und an- 
dererseits bei der Zymohexasereaktion pro Mol Triosephosphorsaure 
7000 geal verbraucht werden, so berechnet sich fiir die Reaktion (6) 
eine molare Warme von etwa + 15000 geal. Die Annahme lag daher 
nahe, daB diese Reaktion mit der Synthese des zweiten Molekiils Kreatin- 

phosphorsaure gekoppelt sei, und das ist auch der Fall. 

Wie kiirzlich gezeigt®, ist eine Teilreaktion der alkoholischen 
Garung, die sich mit dem sogenannten B-Protein von Warburg und 
Christian* studieren laBt, 


| Phosphors. + 1 Glucose -+ 1 Triosephosphors. — 1 Acetaldehyd 
= ] Hexosemonophosphors. -+- 1 Phosphoglycerins. -+ 1 Alkohol. (7) 


Wahrend 1 Mol Triosephosphorsaiure mit Hilfe der Cozymase zu Phos- 
phoglycerinsiure oxydiert wird, nimmt 1 Mol Glucose mit Hilfe des 


1 Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933. — 
> O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 283, 83, 1935. — * O. Meyerhof, 
W. Kiessling u. W. Schulz, diese Zeitschr. 292, 25, 1937. — 4 Ebenda 287, 
291, 1936. 
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freien Adenylsauresystems 1 Mol Phosphorsaure auf und geht in Hexose. 
monophosphorsaure iiber. Ersetzt man in der Reaktion (7) das dia! y- 
sierte B-Protein aus Hefe durch dialysierten Muskelextrakt, den Acc 
aldehyd durch Brenztraubensaure und die Glucose durch Kreatin, so 
findet, in Gegenwart der gleichen Co-Ferment- Bestandteile und Salze. die 
ganz analoge Reaktion statt: 
1 Phosphorsaure + 1 Kreatin +- 1 Triosephosphorsaure 
+- ] Brenztraubensaure 
| Kreatinphosphorsaure + 1 Phosphoglycerinsaure 
1 Milchsaure. . 
Hier wird also | Mol Kreatinphosphorsaure unter Aufnahme von 
anorganischem Phosphat durch eine Koppelung mit dem Oxydo- 
reduktionssystem der Cozymase synthetisiert. Nimmt man hierzu die 
Parnassche Reaktion, die wir, ausgehend von Phosphoglycerinsiure, 
schreiben 
1 Kreatin +- 1 Phosphoglycerinsaure 
1 Kreatinphosphorsaure + 1 Brenztraubensiure, — (‘) 


und addieren die Gleichungen (8) und (9), so erhalten wir 


1 Phosphorsaure -}+- 2 Kreatin + 1 Triosephosphorsaure 
2 Kreatinphosphorsaure + 1 Milchséure. (10) 


Jetzt haben wir die gesuchte Synthese von 2 Mol Kreatinphosphor- 
siure fiir 1 Mol Milchséure bzw. 4 Mol Kreatinphosphorsaure fiir 1 Mol 
Hexosediphosphorséure. Mit dieser Schliisselreaktion k6nnen_ wir 
gleichzeitig die Entfesselung der Milchséurebildung des Muskels, die 
im AnschluB an die anaerobe Tatigkeit stattfindet, erklaren, wie auch 
den Beweis liefern, daB die Triosephosphorsaure die wahre ,,Reaktions- 
form‘ des Zuckers ist und ihre Muttersubstanz die Hexosediphosphor- 
saure, die mit ungeahnt groBer Geschwindigkeit reagiert. 

Als Ursache fiir die eigenartigen Koppelungen (7) und (8) laBt sich 
eine stéchiometrische Reaktion der Cozymase (,,Pyridinnucleotid’’) 
experimentell nachweisen, die im Falle des B-Proteinumsatzes lautet 

1 Phosphorsiure +- 1 Glucose + 1 Triosephosphorsaure 
+. 1 Pyridinnucleotid 
1 Hexosemonophosphorsaure ++ 1 Phosphoglycerinsaure 
+- 1 Dihydropyridinnucleotid. (11) 


Diese Reaktion muB letzten Endes auf einer Koppelung zwischen dem 
Umsatz von Cozymase und Adenylsduresystem beruhen, die sich. 
ausgehend von Adenosindiphosphorsaure, schematisch formulieren abt: 


1 Phosphorsiure + 1 Adenosindiphosphorsaure 
+. 1 Triosephosphorsaure -+- 1 Pyridinnucleotid 
1 Adenosintriphosphorsaéure + 1 Phosphoglycerinsaéure 
+- 1 Dihydropyridinnucleotid. (12) 
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Die nach (12) entstandene Adenosintriphosphorsdure reagiert dann 
weiter mit Glucose nach der 6fters beschriebenen Reaktion 
| Glucose + 1 Adenosintriphosphorsaure 
1 Hexosemonophosphorsaure + 1 Adenosindiphosphorsaure. (13) 
Durch Addition der Gleichungen (12) und (13) entsteht dann Gleichung(11). 
Wahrend sich die Reaktionen (11) und (13) experimentell leicht verifi- 
zieren lassen, ist bisher der Nachweis fiir den st6chiometrischen Umsatz 
nach der Reaktion (12) nur unvollstindig gelungen'. Dies liegt 
unter anderem daran, das in Gegenwart von Adenosindiphosphat als 
alleinigem Phosphatakzeptor anorganisches Phosphat zum Teil auch 
in der Oxydationsphase des Pyridinnucleotidumsatzes aufgenommen 
werden kann nach der schematischen Gleichung 
| Phosphorsdéure + 1 Adenosindiphosphorsdure + 1 Acetaldehyd 
1 Dihydropyridinnucleotid 
1 Adenosintriphosphorsaure ++ 1 Alkohol 
1 Pyridinnucleotid. (12a) 
Sicher handelt es sich bei der Gleichung (12) um eine Gleich- 
gewichtsreaktion, so daB sie nur dann weiter nach rechts fortschreitet, 
wenn die Adenosintriphosphorsiure fortlaufend entfernt wird. 
Ganz entsprechend reagiert Triosephosphorsaure in Gegenwart von 
Kreatin mit Cozymase nach der der Gleichung (11) analogen Reaktion 
] Phosphorsaure + 1 Kreatin + 1 Triosephosphorsaure 
1 Pyridinnucleotid 
] Kreatinphosphorsdure + 1 Phosphoglycerinséure 
1 Dihydropyridinnucleotid. (14) 


1 Eine Reaktion derselben Art liegt auch jedenfalls der von Dische 
(Enzymologia 1, 288, 1937) gefundenen Koppelung zwischen der Glykolyse 
in Erythrocyten und der an das Adenylsiéuresystem gekniipften Phosphat- 
aufnahme zugrunde, ebenso der von Engelhardt (diese Zeitschr. 251, 343, 
1932) und Ake Lennerstrand (ebenda 289, 104, 1936) beschriebenen Ver- 
kniipfung ihrer Atmung bzw. der Atmung des Himolysats, mit der Synthese 
von Adenylpyrophosphorséure. So zeigte der letztere Autor (Naturwiss. 
25, 347, 1937), daB die im Hamolysat von Pferdeerythrocyten durch Zusatz 
von Hexosediphosphorséure, Pyocyanin und Cozymase hervorgerufene 
Oxydation mit einer gleichzeitigen Bildung von Adenylpyrophosphorséure 
aus Adenylséiure und anorganischem Phosphat verkniipft ist. Pyocyanin 
in Gegenwart von molekularem Sauerstoff besorgt offenbar die Oxydation 
des Dihydropyridins, waihrend die Hydrierung des Pyridins wie bei der 
Gaérung und Glykolyse erfolgt. Vgl. ferner A. Schaffner, Zeitschr. physiol. 
Chem. 248, 159, 1937. — Kurz nach Veréffentlichung der vorlaufigen 
Mitteilung in den ,,Naturwissenschaften’: (Festheft der Kaiser Wilhelm- 
Gesellschaft vom 25. Juni 1937) erschien eine vorlaufige Mitteilung von 
D. M. Needham u. R. K. Pillai (Nature 140, 65, 1937), in der die Autoren 
die Koppelung der Oxydoreduktion nach Gleichung (6) mit der Synthese 
von Adenylpyrophosphat aus anorganischem Phosphat und Adenylsaure 
ebenfalls beobachtet haben und einen Zusammenhang mit der Synthese der 
Kreatinphosphorsaure im Muskel nach Art der oben beschriebenen vermuten. 
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Aus einem besonderen Grunde laBt sich diese Reaktion nur demo». 
strieren, wenn man ebenfalls B-Protein als ,,Apodehydrase‘ benutzt 
und dazu so viel dialysierten Muskelextrakt setzt, daB er zwar noch cic 
Reaktion (1), aber nicht mehr die Reaktion (5) herbeifithren kann, [jc 
Reaktion (14) beweist, daB hier zunachst ebenfalls die Reaktion (1?) 
stattfindet und daB dann die gebildete Adenosintriphosphorsaure mit 
Kreatin nach der obigen Gleichung (1) reagiert. Mit einem bei dey 
Oxydoreduktionen wirksamen Muskelextrakt gelingt es nicht, clic 
Reaktion (14) nachzuweisen, und zwar weil dann, sobald keine Breny 
traubensaure als Wasserstoffakzeptor vorhanden ist, die Triosephosphor. 
siure rasch dismutiert nach der Gleichung 
2 Triosephosphorsaure 

1 «-Glycerinphosphorsaure + 1 Phosphoglycerinsaéure!. (15) 

Dies geschieht auch bei beliebigem UberschuB an Cozymase. Die Reaktion 


1 Dioxyacetonphosphorsaure + | Dihydropyridinnucleotid 
1 x-Glycerinphosphorséure + 1 Pyridinnucleotid (16) 


findet dann ebenso rasch statt wie die Reaktion 


1 Glycerinaldehydphosphorsaiure -- 1 Pyridinnucleotid 
1 Phosphoglycerinsiure + 1 Dihydropyridinnucleotid?. (17 


Dieser Verlauf ist aber nicht prinzipiell verschieden von dem 
Umsatz bei der alkoholischen Garung. Vielmehr ist in frischem Mazera- 
tionssaft die Reaktion (15) ebenfalls bei Abwesenheit von Acetaldehyd 
stark vorwiegend und erst bei der Herstellung des B-Proteins wird die 
Reaktion (16) so abgeschwacht, daB demgegeniiber die Reaktion (17 
fiir sich zu beobachten ist. DaB aber sowohl in aktivem Muskelextrakt 
wie auch in frischem Mazerationssaft die genannte Reaktion (17) 
als ein Teilvorgang stattfindet, geht besondersdeutlich daraus hervor, 
daB‘in beiden Fallen die Dismutation nach der Gleichung (15) mit der 
Veresterung von anorganischem Phosphat gekoppelt ist. Im Muskel- 
extrakt kommt es hier in Gegenwart von Kreatin zur Synthese von 


' Bereits Euler und Mitarbeiter (Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, 217, 
1937) haben mit negativem Erfolg versucht, die Reduktion von Cozymase 
durch Triosephosphorsaure im Muskelextrakt spektroskopisch nachzuweisen, 
und ihr Ergebnis mit Recht auf das Stattfinden der Reaktion (15) bezogen. 
Aus dem gleichen Grund gelang ihnen der Nachweis mit «-Glycerinphosphor- 
saure, da diese ja nicht weiter reduziert, sondern nur zu Triosephosphorsaure 
oxydiert werden kann. — * Zur Zuordnung der «-Glycerinphosphorsaéure 
zur Dioxyacetonphosphorsaure und der Phosphoglycerinsaure zur Glycerin- 
aldehydphosphorsaure vgl. H.O. L. Fischeru. E. Baer, Naturwiss. 25, 589, 1937, 
und die darin beschriebenen Versuche von W. Kiessling, die zeigen, dat) 
bei Oxydation der biologischen 2-Glycerinphosphorsaure die unbiologische 
Phosphoglycerinséure entsteht. 
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| Mol Kreatinphosphorséure pro 2 Mol Triosephosphorsaure bzw. 1 Mol 
sebildeter Phosphoglvcerinsaiure nach der Gleichung 
| Phosphorsiure -+ 1 Kreatin + 2 Triosephosphorsaure 
= 1 Kreatinphosphorsiure + 1 x%-Glycerinphosphorsaure 

1 Phosphoglycerinsaure. (18) 
Auch diese Reaktion hat ihre vollkommene Entsprechung bei der 
alkoholischen Garung. In Abwesenheit von Acetaldehyd reagiert hier 
nimlich Glucose in Gegenwart von Hexosediphosphorsaure und Na- 
triumfluorid nach der Gleichung 


2 Phosphorsaure + 1 Glucose + 1 Hexosediphosphorsaure 
2 Phosphoglycerinsaure + 2 %-Glycerinphosphorsaure. (19) 


Diese Reaktion ist, da sie noch vor der Bildung des Acetaldehyds statt- 
findet, als die erste Reaktion der Induktionsperiode (Gleichung a) in 
das Garungsschema aufgenommen worden'. Da nun sowohl Glucose 
als auch Hexosemonophosphorsaure als Phosphatakzeptor dienen 
kénnen und sich in jedem Falle analog zum Kreatin verhalten, so folgt, 
daB die Gleichung (19) zu zerlegen ist in 
| Phosphorsaure + 1 Glucose + 1 Hexosediphosphorsaure 
(=> 2 Triosephosphorsaure) 
] Hexosemonophosphorsaure 
+ 1 «-Glycerinphosphorsaure -+ 1 Phosphoglycerinsaure (20) 
und 
1 Phosphorséure + | Hexosemonophosphorsaure 
1 Hexosediphosphorsaure (= 2 Triosephosphorsaure) 
1 Hexosediphosphorsiure + | %-Glycerinphosphorsaure 
1 Phosphoglycerinsaure. (21) 
Jedesmal dismutieren also 2 Mol Triosephosphorsaiure, wahrend 1 Mol 
Phosphorsiure mit Glucose bzw. Hexosemonophosphorsaure verestert. 

Addieren wir Gleichung (20) und (21) und streichen die auf beiden 
Seiten stehenden gleichen Molekiile fort, so erhalten wir die Glei- 
chung (19). Auf diese Weise ]aBt sich, in Analogie zum Umsatz im 
Muskelextrakt, der bisher noch ausstehende Beweis liefern, da auch 
die Angarungsreaktion, ebenso wie diejenige des stationaren Zustandes 
der Garung, zur intermediairen Bildung von Hexosemonophosphorsaure 
fiihrt. 

Es folgt somit, daB sowohl bei der Umesterung des Phosphats von 
der Phosphobrenztraubensaure wie auch bei der Veresterung des anorgani- 
schen Phosphats das Kreatin im Muskel die Rolle als Phosphatakzeptor 

1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933; 281, 
249, 1935. 
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iibernimmt, die die Glucose und die Hexosemonophosphorsaure bei «er 
alkoholischen Garung der Hefe spielen. Dabei wird das Phosphat stets 
unmittelbar aus der Adenosintriphosphorsaure iibernommen. Anderer. 
seits ist in allen Fallen die Triosephosphorsaure, genauer die Glycerin. 
aldehydphosphorsaure, die Reaktionsform, die unter Oxydation 21 
3-Phosphoglycerinsiure mit dem Pyridinnucleotid reagiert. 


Methoden. 


Die Methoden zum Nachweis der verschiedenen Phosphorsaureester, 
der Milchséiure und Brenztraubensaéure waren die iiblichen. In der Revel 
wurde der Umsatz gleichzeitig manometrisch verfolgt. Hier entsteht (0 
nicht nur beim Auftreten der Carboxylgruppe (224 cmm CO, pro 1. 10-> Mo! ) 
sondern auch bei Veresterung von anorganischem Phosphat, sowie bei de: 
Bildung von Dihydropyridinnucleotid'. Die Veresterungskorrektur fiir die 
verschiedenen Phosphorsdureester ist bereits in der vorigen Arbeit an- 
gegeben*. Zu beriicksichtigen ist ferner die Korrektur fiir die Synthese der 
Kreatinphosphorséure selbst. Um diese noch genauer zu kennen, auch im 
Hinblick auf die Alkalinisierung im lebenden Muskel, wurde nochmals eine 
Elektrotitrationskurve gespaltener und ungespaltener Kreatinphosphor- 
siure aufgenommen, die fast genau mit den alteren Messungen® iiberein- 
stimmt. Bei py 7,5 ergibt sich ein Aquivalenzfaktor von 0,13, bei pm 7,75 
von 0,07. In einem py-Bereich von 7,6 bis 7,7, wo die Messungen statt- 
finden, ist mit einem Faktor von etwa 0,1 zu rechnen, d. h. 22,4 emm CO, 
pro 1.10-° Mol. Direkt wurde bei Umesterung von Phosphobrenztrauben- 
siure auf Kreatin 20cmm CO, pro 1.10-°Mol. in unserer Anordnung 
gefunden. Bei der Hydrierung des Pyrifdinnucleotids tritt ein volles Saure- 
aquivalent auf. 

Als Enzympraparat diente einerseits das nach Warburg und Christian 
hergestellte dialysierte und getrocknete B-Protein, andererseits dialysierter 
Muskelextrakt (20 bis 60 Stunden Dialyse). Dieser gewinnt, besonders bei 
kiirzerer Dialyse, durch Alterung von etwa 3 bis 8 Tagen noch an Wirksam- 
keit, wahrend nach den Versuchen von Lehmann fiir die Parnassche Um- 
esterungsreaktion sogar noch stérkere Alterung (10 bis 30 Tage) vorteilhaft 
ist‘. Derartig lange gealterte Extrakte, die fiir die Oxydoreduktion schon 
an Wirksamkeit verloren haben, sind dagegen gut brauchbar, um die An- 
satze mit B-Protein durch Lieferung des Kreatin umphosphorylierenden 
Ferments (1) zu komplettieren, ohne sonst wesentlich am Umsatz teil- 
zunehmen. Hierfiir geniigt eine geringe Menge Extrakt (0,2 bis 0,3 cem auf 
3,0cem Gesamtlésung), wahrend fiir den glatten Umsatz mit Muskel- 
ferment allein 1 cem Extrakt auf 3,0 cem Lésung geeignet ist. Extrakt aus 
Acetonpulver verhalt sich wie direkt gewonnener Muskelextrakt, doch 
verlor das Pulver beim Aufbewahren rasch an Wirksamkeit. 

Die Hydrierung der Cozymase nach den Gleichungen (11), (12) und (17) 
bestimmten wir durch die Breite der Absorptionsbande der hydrierten 
Cozymase bei 340 mu® mittels eines Zeiss-Spektrographen mit Quarzoptik 


1 Vgl. O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 287, 291, 1936. — 
2 O. Meyerhof, W. Kiessling u.W. Schulz, ebenda 292, 25, 1937. — * O. Meyerhoj 
u. K. Lohmann, ebenda 196, 49, 1928. — * H. Lehmann, ebenda 286, 
336, 1936. — > O. Warburg u. W. Christian, Helv. Chim. Act. 19E, 79, 1936. 


Uh 


und ¥ 
funkel 
gleich: 
Messu 
he! ich 
nicht 
der p 
Die a 
Als C 
meyer 
im th 


form 
nahe 
Gesc 
wenl 
weit 
(100 
phor 
ohne 
Mit 
diph 
in 3 
liegt 
uns 
pho 
Pho 
der 
von 
pyr 
tior 
Ges 
der 


ves 


in 

dip 
der 
stil 
hy 





ster, 
eve] 
CO 
Mol). 
| der 
r die 
an- 
’ der 
1 Im 
eine 
hor. 
‘eln- 
7,75 
att- 
CO, 
EN - 
ung 
ure- 


tian 
rter 
hei 
am- 
Tm- 
aft 
hon 
An- 
den 
eil- 
auf 
cel - 
LUS 
rch 


17) 
fen 


tik 


ho} 
36, 
36. 


Uber die enzymatische Synthese der Kreatinphosphorséure usw. 317 


und photographischer Registrierung, unter Verwendung einer Wolfram- 
funkenstrecke. Die prozentische Hydrierung wurde mit Hilfe von Ver- 
gleichsspektren bei verschiedener Sektorstellung berechnet. Uber diese 
Messungen wird spater zusammen mit P. Ohlmeyer und W. Méhle genauer 
berichtet werden. Gleichzeitig wurde auch das Verhaltnis der hydrierten und 
nicht hydrierten Cozymase nach Euler bestimmt!, und zwar durch Messung 
der prozentischen Zerst6rung durch Alkali einerseits, Saéure andererseits. 
Die auf beide Weise gefundenen Werte stimmten innerhalb 10°, tiberein. 
Als Cozymase dienten 86 bis 97°, reine Praparate nach Meyerhof und Ohl- 
meyer. Die Warmemessungen fanden in der 6fters beschriebenen Anordnung 
im thermokonstanten Raum statt. 


Kapitel I. Die Synthese der Kreatinphosphorsiure in dialysiertem 
Muskelextrakt. 

Ein frischer Extrakt aus Kaninchenmuskeln, der Kreatin pra- 
formiert enthalt, spaltet Hexosediphosphorsiure zu Milchsdure an- 
nihernd so rasch wie Glykogen, weiterer Zusatz von Kreatin erhéht die 
Geschwindigkeit nur wenig. Die Geschwindigkeit des Umsatzes steigt, 
wenn man den Extrakt 24 Stunden im Eisschrank stehen laBt, noch 
weit mehr, wenn man ihn 24 Stunden dialysiert und dann Cozymase 
(100 y) und Adenylpyrophosphorséure (80 y), ferner Hexosediphos- 
phorsaure, Phosphat und Kreatin hinzu gibt. Dabei ist die Spaltung 
ohne Kreatin unter diesen Umstanden auBerordentlich verlangsamt. 
Mit Kreatin werden dagegen pro 1 ccm Extrakt 2,0 mg P,O-;-Hexose- 
diphosphorsaure in 5 bis 10 Minuten schon iiber die Halfte aufgespalten, 
in 30 bis 40 Minuten vollstandig. Diese Zunahme der Geschwindigkeit 
liegt vor allem daran, daB, wie schon von Lohmann gefunden?, und von 
uns bestatigt wird, die phosphatatische Spaltung der Adénylpyro- 
phosphorsaure durch langere Dialyse vollstandig aufgehoben wird. Die 
Phosphatiibertragung auf Kreatin und die damit verbundene Erhéhung 
der Spaltungsgeschwindigkeit der Hexosediphosphorséure hingt aber 
von der Intaktheit des Adenylsauresystems ab. Daher darf Adenyl- 
pyrophosphorsaure nicht auf andere Weise zerfallen als nach der Reak- 
tion (1). Noch langere Dialyse von 40 bis 60 Stunden steigert zwar die 
Geschwindigkeit des Umsatzes nicht mehr, erhéht aber noch das AusmaB 
der Synthese der Kreatinphosphorsiure. Den Anstieg der Spaltungs- 
veschwindigkeit mit Altern und Dialyse des Extraktes zeigt Abb. 1. 

Die Synthese der Kreatinphosphorsaure findet, wie oben erortert, 
in zwei Stufen statt, 2 Mol Kreatinphosphorséiure pro Mol Hexose- 
diphosphorsaure nach Reaktion (8) und 2 Mol nach Reaktion (9). Bei 
der ersten wird anorganisches Phosphat verbraucht, das direkt  be- 
stimmbare Phosphat andert sich dagegen nicht, es tritt fiir die leicht 
hydrolysierbaren Ester, Hexosediphosphorsaure und Triosephosphorsaure, 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, 217, 1937. — ? Diese Zeitschr. 271, 
278, 1934. 
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schwer hydrolysierbare Phosphoglycerinsiure auf. Bei der zweiien Phos 
Reaktion bleibt das anorganische Phosphat unverandert, dafiir nimmt von | 
das direkt bestimmbare Phosphat zu; an die Stelle der verschwundenen kiirzli 
Phosphoglycerinsaure ist Kreatinphosphorséure getreten. Bei Umsatzen, im Mu 

der C 


Abb. 1. Zerfallsgeschwindigkeit der Hexose. Hexo 
diphosphorsiiure in Gegenwart von Kreati) und I 
beim Altern des Muskelextraktes. Je 1 cen s 
Kaninchenmuskelextrakt, 16 mg P,.0,- maxi 
Hexosediphosphat, Zusatz” von 100 y Cozy- suche 
mase, 80 y Adenosintriphosphorsiiure (22 ; 
Pyro-P,0,;), Phosphat, Bicarbonat, Mg uni 
Mn in 3 ccm. 
l. @ @ frischer Extrakt ohne Kreatiy- 
zusatz. hy 
Il. O——©) frischer Extrakt mit 15 mg 
Kreatin. 
lif. x x derselbe Extrakt, 20 Std. spite: 
| mit 15 mg Kreatin. organ 
IV. + + derselbe Extrakt, 17 Std. dia- Ss 


7) _— lysiert mit 15 mg Kreatin. 
a ] ° 
| | 
x } 
| 





(ozy1 
HO 


| een A ' A derselbe Extrakt, 43 Std. dia- 

pee ae lysiert mit 15 mg Kreatin. 
mae | | rl. A 4 derselbe Extrakt, 60 Std. dia- 
1 7) I ry lysiert mit 15 mg Kreatin. 
70 17. 











wie in Abb. 1 abgebildet, halten im allgemeinen beide Etappen mit- 
einander Schritt. Gibt man aber Brenztraubenséiure im voraus zu, so 





+ 7 . ; 3 
id 
mg) Abb. 2. 


| 
PA + 


Gang der Veresterung von anorganischem Phos- 
phat und der Phosphatiibertragung bei Aufspaltung von 
Hexosediphosphat in Gegenwart vorgegebener Brenz- 
traubensdure (Vorversuch fiir die Darstellung der Kreatin- 
phosphorsiiure auf S$. 321 mit nichtdialysiertem Trocken- 
pulver). Je 2cem hésung des Ansatzes 8. 321. 


J 


Re 


ee < Verlauf der Phosphatiibertragung aus 
Hexosediphosphat. 
+ + Verlauf der Veresterung von anorganischer: 
Phosphat. 

- @ @ Synthese von Kreatinphosphorsiure. Zu 
Beginn iiberwiegt II. iiber I., bei nahezu vollstindigem 
Umsatz gleicht sich der Unterschied aus. 








Min co 


erhéht man dadurch, besonders bei weniger wirksamen Extrakten, die 
Geschwindigkeit des Umsatzes, und dann iiberwiegt zunachst die Kreatin- 
phosphorsauresynthese nach Reaktion (8); erst nach langerer Zeit 
gleicht sich dies aus, vgl. Abb. 2. 

Fiir sich allein laBt sich die Reaktion (8) studieren, wenn man zu 
Ansitzen der geschilderten Art auBer Brenztraubenséure noch n/25 
Fluorid setzt, wodurch die Wiederaufspaltung der nach (8) gebildeten 
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Phosphoglycerinsaure verhindert wird. Dies ist, abgesehen vom Zusatz 
von Kreatin und Adenylpyrophosphorsaure, dieselbe Anordnung, die 
kiirzlich zum Studium der Rolle der Cozymase bei der Milchséurebildung 
im Muskelextrakt verwandt wurde!. Sowohl die Geschwindigkeit wie auch 
der Gesamtumsatz ist jetzt ebenso groB wie bei totalem Zerfall der 
Hexosediphosphorsaure in Milchsiure ohne Anwesenheit von Fluorid 
und Brenztraubensaure, denn in beiden Fallen entspricht die Milchsaure 
maximal der vorhandenen Hexosediphosphorsiure. Dies zeigen die Ver- 
suche ITI und V, Tabelle I und Abb. 3. In Tabelle I ist noch ein weiterer 


Tabelle I. Kreatinphosphorsauresynthese im Muskelextrakt. 


Je leem 16 Stunden dialysierter Extrakt, 7 Tage alt, in 3ccm. Je 100 y 
Cozymase, 80% Adenosintriphosphorséure (227 Pyro-P,O;), 307 Mg, 
507 Mn-Zusatz, 2,2 mg P,O;-Hexosediphosphorsiure. Vorwert des an- 
organischen Phosphats 2,9mg P,O;, 0,2. cem 5,2°, NaHCO, + 0,1 cem 
8% NH,HCO,, 5°, CO, in N,. Nach 2'/, Stunden verarbeitet. 


A. Versuchsdaten. 





Zusiitze Am Schlu8 mg P, 0; 
mg ae direkt schwer 
Brenz- mg oo bestimm- hydroly- 

trauben- Kreatin ‘ bares sierbares 
sdiure Phosphat Phosphat 


— mg 

Kreatin- Milch- 

phosphor- sdure 
siure 


m/NaFk § 
Phosphat 


2,51 2,53 1,60 0,0 0.15 
2,16 2,22 2,00 0,06 1,68 
0,92 5,32 0 4,40 2,13 
0.76 5,25 0,06 4.49 2 66 
.10 3, f 0,70 3,00 2,02 2,30 0,10 
107° 1,67 3.02 2,02 1,35 2,50 


B. Umsatz in 10-*® Mol in den Versuchen mit Kreatin. 





Auf- Schwer Mol 
Vorgelegte An- spaltung Synthese hydroly- Mileh- Gesamt- 
Hexose- organisches, organisch Kreatin- sierbarer siure siiure, 
diphosphor- Phosphat, gebundener phosphor- Ester gebildet mano- 

siure verestert Phosphor- siiure gebildet metrisch 
siiure 
16,0 34 62 0 24 24 
16,0 33 63 0 29,5 28,5 
16,0 1 32 28,5 28 26 
16,0 1 19 28,5 1 12 


Ansatz VI mit Fluorid ohne Brenztraubensaure wiedergegeben, in dem 
die Reaktion (18) stattfindet. Saurebildung und Kreatinphosphor- 
siuresynthese sind hier genau die Halfte der Reaktion (8). Auffallig 


1 O. Meyerhof u. P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 290, 334, 1937. 
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ist die grobe Geschwindigkeit dieser Dismutation. Gibt man eine {\jr 
stéchiometrischen Umsatz ausreichende Menge Cozymase in eine) 


derartigen Ansatz wie Tabelle I, Versuch VI, so andert sich dadurch 
weder die Geschwindigkeit der Spaltung noch die Endbilanz. Es trit; 











Abb. 3. Umsatz von Hexosedip! 
phorsiure, in Gegenwart von Kreatin 
16 Std. dialysiert, 7 Tage alter Mus. 
kelextrakt. Versuche der Tabelle | 
Gang der Siurebildung in den erstey 
100 Min. 
. @ @ ohne’ Kreatin und 
Brenztraubensiure. 
. +——+ ohne Kreatin mit 3 my 
Brenztraubensaure. 
=) mit 15 mg Kreati: 

7. X——> mit 15 mg Kreatin 
+ 3mg Brenztraubensiiure. 
CO——O mit 15 mg Kreatin 

3 mg Brenztraubensiur 
4.10-* NaF. 

VIL A A mit 15mg Kreatin, 
4.10-* NaF. 














60 80 Min. 100 


‘ 


fiir 1 Mol Hexosediphosphorsdéure auch jetzt nur 1 Mol Saure auf, 
wahrend bei vollstandiger Hydrierung der Cozymase im ganzen 3 Mol 
auftreten miiBten, namlich auBer den 2 Mol Phosphoglycerinsiure 





Abb. 4. Umsatz von Hexosediphosphat in Gegen- 
wart von Kreatin und NaF bei weechselnden 
Cozymasemengen. Versuch der Tabelle II. 

I. O © n/20 NaF, 100 y Cozymase, 4 ing 

Brenztraubensiure. 

Il. @——@ n/20 NaF, 100 y Cozymase, oli 
Brenztraubensiure. 

lil. x x n/20 NaF, 10 mg Cozymase, ohne 
Brenztraubensiure. 











Der Umsatz in Il. und III. geht gleich rasch und 
fiihrt zum selben Endzustand, der der halben 
Siiurebildung von Versuch 1 entspricht. 








30 720M 


noch | Mol fiir die Bildung des Dihydropyridins. Andererseits ist auch 
die Synthese der Kreatinphosphorséure unverandert, namlich 1 Mo! 
pro 1 Mol Hexosediphosphorsaure. Dies ist eben der Grund, warum es 
in derartigen Ansiatzen nicht gelingt, die Hydrierung der Cozymase 
spektroskopisch nachzuweisen. Vgl. Tabelle II und Abb. 4. 
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Tabelle I]. Kreatinphosphorsauresynthese in Ansaitzen mit 
Fluorid. 
lcem 40 Stunden dialysierter Muskelextrakt in 3ccm. Je 1,6 mg P,O,- 
Hexosediphosphorsaure (11,3. 10~>°), anorganisches Phosphat = 2,14 mg P,O,. 
Verarbeitung nach 2'/, Stunden. 





Zusiitze mg P20; 
Zunahme 

anorgani- direkt be- schwer 
sches stimmbares | hydrolysier- 
Phosphat Phosphat | barer Phos- 
phorsaiure 


Synthese 
Kreatin- 
Phosphor- 
siure 


emm 
mg COs 


m/NaFk Cozymase 


Anfangs- 
wert 2.14 2,34 
I 0,1 704 0,83 3,80 
II 4.10-? 0,1 352 1,25 2,47 
Ill 4.10-2 10,0 360 1,29 2,26 


Angesichts der vollstandigen Analogie im Verhalten der Kreatin- 
und Argininphosphorsaure ist es naheliegend, dag Arginin im Extrakt 
aus Krebsmuskulatur die gleiche Wirkung ausiibt wie Kreatin im 
Extrakt von Kaninchenmuskulatur. Gepriift wurde es an Trocken- 
pulver aus Krebsmuskulatur, das bei Zusatz von Arginin Hexose- 
diphosphorsiure mit stark erhéhter Geschwindigkeit umsetzte unter 
Synthese von Argininphosphorsiure. Der Raumersparnis halber sei 


auf Wiedergabe der Versuche verzichtet. 

Die angegebene Methode ist duerst bequem zur Darstellung 
reiner Kreatinphosphorsiure in beliebigen Mengen. Sie hat gegen- 
iiber dem von Lehmann benutzten Verfahren! voraus, dab keine 
Phosphoglycerinséure benétigt wird und ferner, daB man doppelt soviel 
als Kreatinphosphorsaure synthetisierten P-Ester erhalt wie Hexose- 
diphosphorsiure verwandt ist, also eine biologische Synthese, die in 
bezug auf gebundenes Phosphat eine 200°,ige Ausbeute ergibt. Ein 
derartiger Ansatz ist z. B. der folgende: 


Der Einfachheit halber wurde kein dialysierter Extrakt, sondern 
Acetonpulver von frischem Extrakt verwandt, weil bereits hier die Adeny]- 
pyrophosphatase praktisch unwirksam ist®. Ferner ist zur Erhéhung des 
Umsatzes eine gréBere Menge Brenztraubensiéure von vornherein zugesetzt. 

6g Trockenpulver, erhalten durch EingieBen von 150 cem Kaninchen- 
muskelextrakt in 1,5 Liter Aceton und Trocknen mit Ather, werden in 100cem 
dest. Wassers zerrieben und zentrifugiert. Zusatze: 100 ccm Hexosedi- 
phosphorsaure mit 0,835 g P,O,;, 200 cem m/10 Phosphat (py 7,4), 200 cem 
3,75 °)iges Kreatin (7,5 g), 50 cem brenztraubensaures Natrium mit 0,65 g 
Brenztraubenséure, 100 cem 8,4°,iges Natriumbicarbonat, 1 cem MgCl mit 
50 mg Mg, 5ceem MnSO, mit 50 mg Mn, 5ccm Adenylpyrophosphorsaure 
mit 10 mg Pyro-P,O,;, 5 cem Cozymase (50 mg). Der Umsatz wurde 40 Mi- 


1 H. Lehmann, diese Zeitschr. 281, 271, 1935. — #* O. Meyerhof u. 
W. Kiessling, ebenda 2838, 83, 1935. 
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nuten verfolgt (vgl. Abb. 2); dann iiber Nacht im Eisschrank. Mit 70 , 
40° iger Trichloressigsdure enteiweiBt, mit NaOH bis zur Rétung 
Phenolphthalein neutralisiert. Vorhanden im ganzen: Kreatinphosph 
siure mit 1,49g¢ P,Q, (= 180°, der zugesetzten Hexosediphosphorsiiu:: 
Das ausfallende braune Manganhydroxyd iiber Kieselgur abgesaugt, Filt)a 
mit 200cem 25°,igem Bariumacetat versetzt, Niederschlag mit 100 ¢¢1 
Wasser gewaschen und verworfen. Im Filtrat 1,23 g P,O;-Kreatinphosphor. 
siure wiedergefunden (85°,). Das Filtrat (1560cem) mit 100cem 25° igen, 
Bariumacetat und 2 Liter Alkohol versetzt, der Niederschlag abgetrennt, 
die Lésung weiter mit 1 Liter Alkohol versetzt und der Niederschlag a!) 
getrennt, beide Niederschlige getrennt verarbeitet, je dreimal in Wasse1 
gelést, in Alkohol ausgefallt und das in Wasser Ungeléste (BaCO, usy 
abgetrennt, am SchluB mit 70 bis 80°,igem Alkohol gefallt, mit absolutem 
Alkohol und Ather gewaschen. 


Hauptfraktion 5,4 g, zweite Fraktion 1,6 g. 

Hauptfraktion 16,4 °,, P,O,; als Kreatinphosphorsaure, kein anorganisclies 
Phosphat, Veraschungswert 16,4°,; zweite Fraktion 15°, P,O; als Kreatin- 
phosphorséure, kein anorganisches Phosphat, Veraschungswert 15,0 


Beide Fraktionen sind in bezug auf verestertes Phosphat 100°, rein. 


Zur Elektrotitration wurde die Kreatinphosphorsadure einer weiteren 
Reinigung unterworfen, da sie zunachst, ahnlich wie bei der schon verdéffent- 
lichten Kurve vonO. Meyerhof und K. Lohmann’, nach Aufspaltung einem aqui- 
molekularen Gemisch von Kreatin und Phosphorsaure gegeniiber im Gebiet 
von py 3 bis 5 eine gewisse Abweichung zeigte. Nachtraglich stellte sich 
allerdings heraus, daB diese Abweichung vor allem durch Bildung von 
Kreatinin veranlaBt wird, das bei der spontanen Aufspaltung der Kreatin- 
phosphorsaure durch die Einwirkung der Saéure auf Kreatin entsteht und 
dessen Bildung sich nur dadurch einschranken, wenn auch nicht ganz ver- 
meiden laBt, daB die Aufspaltung bei tiefer Temperatur (0°) vorgenommen 
wird, wo sie allerdings mehrere Tage dauert. In den wiedergegebenen 
Titrationskurven waren nach der Aufspaltung noch 7°, des Kreatins zu 
Kreatinin geworden. 

Die Reinigung der Kreatinphosphorséure wurde iiber Silbernitrat und 
Kupferacetat vorgenommen, 2 g Bariumsalz in 15 cem Wasser gelést, mit 
2cem 3n AgNO, versetzt, die Fallung abgetrennt und verworfen, die 
Lésung mit 5cem 3n AgNO, gefallt, Fallung in eiskaltem Wasser suspen- 
diert, mit H,S zersetzt, durchliiftet und mit NaOH schwach alkalisch 
gemacht, dann mit UberschuB von Bariumacetat und 50°, Alkohol als 
Bariumsalz gefallt. Niederschlag in Wasser gelést, mit 8 cem 6,3°,igem 
Kupferacetat versetzt, mit BaO H, alkalisch gegen Phenolphthalein gemacht, 
nach 10 Minuten Kupferniederschlag abzentrifugiert und noch einmal mit 
Wasser gewaschen. Die Lésung des kreatinphosphorsauren Bariums mit 
Tierkohle geschiittelt und mit Alkohol gefallt, mit Alkohol und Ather 
getrocknet. 

Elektrotitrationskurven. 


Zur Elektrotitration werden 205,6 mg kreatinphosphorsaures Barium 
in 3ccem eiskalten Wassers gelést und durch Zusatz von H,SO, bzw. 
Ba(OH), genau von Ba’ und SO; befreit; daraus eine Standardlésung her- 


1 Diese Zeitschr. 196, 66, 1928. 
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yestellt, die 7,25 mg P,O; pro cem enthalt (0,102 m). Davon 1,5 cem mit 
» 10 Natronlauge aus einer Mikrobiirette in der 6fters beschriebenen Weise 
n stré6mendem Wasserstoff titriert }. 

Auf dieseWeise ist Kurve I, Abb. 5, erhalten worden. Eine auf gleicheWeise 
hergestellte Lésung wird 72 Stunden in Eis stehengelassen, bis zur 100 °,,igen 
Aufspaltung und ebenso titriert, Kurve Hl. Zum Vergleich wird ‘reine 
Phosphorsaure (Merck ,,pro anal.**) verdiinnt, 3 Stunden bei 100° gekocht 
und eine Standardlésung hergestellt, die 13,3 mg P,O; pro cem enthilt 
0,.188m); diese, mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, titriert, 
ergibt Kurve IIT. Von der gleichen Phosphorsaéurestandardlésung 1 Volumen 
mit | Volumen Kreatin (Merck) 0,188 m versetzt: Kurve IV. Alle Titrations- 
werte der Abb. 5 sind auf volle Aquivalente umgerechnet. Das Gemisch 
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Abb. 5. Elektrotitrationskurve der Kreatinphosphorsdure. 
I. A——A _ungespaltene Kreatinphosphorsdure. 
Il. @——@ bei 0° gespaltene Kreatinphosphorsiure. 
Ill. +~—~+ anorganische Phosphorsdure. 
IV. O-—-Q iquimolekulares Gemisch von anorganischer Phosphorsiure und Kreatin. 
Rechts im Einsatz das Gebiet von py, 6 bis 8,5 im doppelten Mabstab. Nihere Erklirung siehe Text. 


Kurve IV enthielt nach Folin weniger als 0,4°,, Kreatinin vom zugesetzten 
Kreatin, die aufgespaltene Lésung II 7,3°,. Dies bedingt, wie Kontrollen 
mit starkerer Kreatininbildung zeigten, noch keine wesentliche Abweichung, 
die sich erst bei py-Werten unter 5,5 geltend machen wiirde und fiir das physio- 
logische Bereich nicht in Betracht kommt. Tatsachlich fallen die Kurven des 
Gemisches und die der aufgespaltenen Kreatinphosphorsaure bis auf etwa 
‘/y9 Saurediquivalente zusammen. Die noch bestehende Differenz kann durch 
einen minimalen Gehalt an fremden Anionen in der Kreatinphosphorsiure 
bedingt sein. Von py 4,5 an nach der sauren Seite, weicht die Kurve des 
Gemisches von derjenigen reiner Phosphorsaure ab, weil jetzt die Carboxyl- 
gruppe des Kreatins (pK sy = 2,7) sich geltend zu machen beginnt. Die erste 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 49, 1928. 
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Dissoziationskonstante der Phosphorséuregruppe in der Kreatinphe 
saure wurde erst nach Neutralisierung der Guanidingruppe durch Saly 
erreicht werden und ist nicht mittitriert worden. Da fiir die Reak 
anderung im lebenden Muskel und ebenso die Pufferung im Muskelex 
das pa-Gebiet von 6 bis 8,5 von speziellem Interesse ist, ist dieses | 
n der Abinidung in vergréertem Mabstab wiedergegeben. 


! 
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Kapitel Il. Messung der Reaktionswirme. 
Die Messung der Warme der Reaktion bestatigt im ganzen die jj 
der Kinleitung gegebene Berechnung. Wird | Mol Hexosediphosp| 


saure vollstandig zu 2 Mol Milchsaure gespalten, wobei gleichzeitig 4 Mo! 


Kreatinphosphorsaure svnthetisiert werden, so ist diese gekoppelt: 
Reaktion, wenn die Neutralisationswirme abgezogen wird. stark 
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Je nach der Art der Neutralisation, ob diese mit Phospha: 
und Natriumbiearbonat geschieht (Tabelle III. Versuch 3) oder auber 
dem noch mit Ammonbicarbonat (Versuche | und 2), ist die direk: 













gemessene Wirme selbst noch negativ (Versuch 3) oder sehwach posit) 
Versuche | und 2). Aber auch in letzterem Faille beginnt die Reaktion 
stets mit einer negativen Phase, die jedenfalls zur Hauptsache auf cie 
sofort einsetzende Bildung der Triosephosphorsaure zu beziehen ist 
(vgl. Abb. 6). Fiir die endgiiltige Ausrechnung wird, bei unvollstandigem 
Umsatz, noch eine Korrektur fiir das noch am SchluB anwesende 
Triosephosphat angebracht und ferner wird die Neutralisationswarme 
fiir die entstandene Milchsaure, die in derselben Anordnung wiederhoit 
bestimmt wird, in Abzug gebracht (diese ist um das Mehrfache vergrober 
wenn Ammonbicarbonat anwesend ist). So ergibt sich im Durechsehnit' 
eine molare Reaktionswarme von 5400 geal, wahrend = sich 
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her die enzymatische Synthese der Kreatinphosphorséure usw 
Differenz der Spaltungswirmen von Zucker und Kreatinphosphorsaure 
16 000 geal 22 000 geal 6000 gcal berechnet 


11] Wiarmebildung beim Totalumsatz von Hexosec 
hosphorsaéure mit Synthese von Kreatinphosphorsaur¢ 
A. Versuchsdaten 


(Nr. l und 2 mit Ammonbhicarbonat, Nr. 3 ohne. 





Temperatul 
mg instieg it 
Haupt- g Endwert Milch 
periode Priose sure 
Min phos 


phor 


Berechnung. 





» Mol 


berechnet pr 

Kreatin Triose . : ‘ Mol. abziigtic! 

, . Neutralisations yey Ms = 

Milehsiure phosphor phosphor pro Mol wiirme pro Mol Neutralisations 
Milchsiur: er aa 

Triosephospho: 

siurebildung 


gebildet siiure shure Milchsiure 
synthese vorhande! 


560) = 5900 
" hou 
POO | IO 4000 


HGOO 1300 6300 


Durchschnitt: 5400 


Gemessen wird die Warme, indem die Lésung von Hexosediphosphor 
saure (etwa 45mg P,O,;) zusammen mit Cozymase (4mg Substanz) und 
Adenylpyrophosphorséure (2,5mg Substanz mit 0,6mg Pyro-P,O;) aus 
einer 5-cem-Pipette in etwa 50 cem verdiinnte Enzvymlésung, die Phosphat, 
Bicarbonat, Kreatin, etwas Mg- und Mn-Salz enthalt, eingeblasen wird 
Die Zusammensetzung der Lésung entspricht etwa den Versuchen de 
Tabelle I. In der Tabelle III sind nur die Versuche beriicksichtigt, wo der 
Umsatz im Sinne der Gleichung (10) angenahert st6échiometrisch war 
Bleibt die Kreatinphosphorsauresynthese stehen, wihrend die Milchsaure 
bildung fortschreitet, so wird das Ergebnis uniibersichtlich 

Die Gesamtreaktion lait sich in vier Stufen zerlegen: 

1. Bildung der Triosephosphorsaure: |. Mol Hexosediphosphor- 
saure -» 1 Mol Triosephosphorsaure (Zymohexasereaktion 

2. Oxydation von Triosephosphorsaure zu Phosphogivcerinsaur: 
unter Reduktion von Brenztraubensaure zu Milchsaure und Synthes 
von |] Mol Kreatinphosphorsaure { Gleichung (8 


3. Ubergang: 3-Phosphoglycerinsaure -- 2-Phosphoglycerinsaur: 


-» Phosphobrenztraubensaur: 
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Dissoziationskonstante der Phosphorsdéuregruppe in der Kreatinphos; 
saure wiirde erst nach Neutralisierung der Guanidingruppe durch Salzs 
erreicht werden und ist nicht mittitriert worden. Da fiir die Reakt) 
anderung im lebenden Muskel und ebenso die Pufferung im Muskelext |; 
das py-Gebiet von 6 bis 8,5 von speziellem Interesse ist, ist dieses Gi 
in der Abbildung in vergréBertem MaBstab wiedergegeben. 


Kapitel Il. Messung der Reaktionswiirme. 

Die Messung der Warme der Reaktion bestatigt im ganzen die jy, 
der Einleitung gegebene Berechnung. Wird 1 Mol Hexosediphosphor- 
sdure vollstandig zu 2 Mol Milchsaéure gespalten, wobei gleichzeitig 4 Mo| 
Kreatinphosphorsaure synthetisiert werden, so ist diese gekoppelte 
Reaktion, wenn die Neutralisationswirme abgezogen wird, stark 
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endotherm. Je nach der Art der Neutralisation, ob diese mit Phosphat 
und Natriumbicarbonat geschieht (Tabelle III, Versuch 3) oder auber- 
dem noch mit Ammonbicarbonat (Versuche 1 und 2), ist die direkt 
gemessene Warme selbst noch negativ (Versuch 3) oder schwach positiv 
(Versuche 1 und 2). Aber auch in letzterem Falle beginnt die Reaktion 
stets mit einer negativen Phase, die jedenfalls zur Hauptsache auf die 
sofort einsetzende Bildung der Triosephosphorsiure zu beziehen ist 
(vgl. Abb. 6). Fiir die endgiiltige Ausrechnung wird, bei unvollstandigem 
Umsatz, noch eine Korrektur fiir das noch am SchluB anwesende 
Triosephosphat angebracht und ferner wird die Neutralisationswarme 
fiir die entstandene Milchsaure, die in derselben Anordnung wiederholt 
bestimmt wird, in Abzug gebracht (diese ist um das Mehrfache vergréBert. 
wenn Ammonbicarbonat anwesend ist). So ergibt sich im Durchschnitt 
eine molare Reaktionswirme von — 5400 geal, wahrend sich als 
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Differenz der Spaltungswirmen von Zucker und Kreatinphosphorsaure 
16 000 geal — 22 000 geal = — 6000 geal berechnet. 


Tabelle II]. Warmebildung beim Totalumsatz von Hexosedi- 
phosphorsaéure mit Synthese von Kreatinphosphorsaure. 
A. Versuchsdaten. 1 
(Nr. 1 und 2 mit Ammonbicarbonat, Nr. 3 ohne.) 





mg P, 0; Temperatur- 
; eRe" | seymaeeaes Br ———————|_ mg | anstlegin 1/, 990° 
yhor- ecm aupt- Hexose-  ®norga- Kreatin- Endwert i 
| Nr. L6- — periode dinhoe- nisches — phos- Triose- || siure Ther- ‘ 
| Mol sung | Min. ar Phos- phor- phos- ge- ge- mo- bildet 
cert phat siiure- phor- bildet Messen staten- 
pelte eee“ Nerestert | synthese — siiure Korr. 
stark 
40,7 38,3 75,6 0 98 + 85 —35) 0,31 
43,5 40,0 73,4 0 2 +15 +4 1,20 
46,7 23,6 49,9 1, 2 ~24 —6 — 1,80 


B. Berechnung. 





10-3 Mol geal 
berechnet pro 
Mol, abziiglich 
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Gemessen wird die Warme, indem die Lésung von Hexosediphosphor- 
siure (etwa 45mg P,O;) zusammen mit Cozymase (4 mg Substanz) und 
Adenylpyrophosphorséure (2,5 mg Substanz mit 0,6mg Pyro-P,O;) aus 
einer 5-ccm-Pipette in etwa 50 ccm verdiinnte Enzymlésung, die Phosphat, 
Bicarbonat, Kreatin, etwas Mg- und Mn-Salz enthalt, eingeblasen wird. 
Die Zusammensetzung der Lésung entspricht etwa den Versuchen der 
Tabelle I. In der Tabelle III sind nur die Versuche beriicksichtigt, wo der 
Umsatz im Sinne der Gleichung (10) angenahert stéchiometrisch war. 
Bleibt die Kreatinphosphorséuresynthese stehen, waihrend die Milchséure- 
bildung fortschreitet, so wird das Ergebnis uniibersichtlich. 


Die Gesamtreaktion ]aBt sich in vier Stufen zerlegen: 

1. Bildung der Triosephosphorsiure: 14% Mol Hexosediphosphor- 
siure -+ 1 Mol Triosephosphorsaiure (Zymohexasereaktion). 

2. Oxydation von Triosephosphorsiure zu Phosphoglycerinsaure 
unter Reduktion von Brenztraubensiure zu Milchsiure und Synthese 
von 1 Mol Kreatinphosphorsiure [{Gleichung (8)]. 


‘ + ‘ . as . -s 
3. Ubergang: 3-Phosphoglycerinsiure -- 2-Phosphoglycerinséure 
-» Phosphobrenztraubensaure. 
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4. Spaltung von 1 Mol Phosphobrenztraubensaéure zu Brenztraul. 
siure unter Synthese von 1 Mol Kreatinphosphorsaure (Parnas sche 
Xeaktion). 

Die 1. Stufe hat, wie friiher beschrieben, eine negative Warme. 
ténung von — 7000 geal pro Mol Triosephosphorsaure; die 4. Stufe hat, 
wie ebenfalls friiher beschrieben', eine negative Warmeténung \ on 

3000 geal; da die Gesamtreaktion eine Warmeténung von — 5500 geal 
besitzt, miissen also Reaktion (2) und (3) eine positive Warmeténung 
von etwa + 4500 geal besitzen. Tatsachlich lassen sich nur die 1. und 
2. Stufe zusammen messen, wegen des zwischen Hexosediphosphorsiitire 
und Dioxyacetonphosphorsdure bestehenden Gleichgewichts. Diese 
beiden Stufen zusammen sollten, falls die 3. Stufe thermoneutral ist, 

2500 geal Warmeténung besitzen. Auch in diesem Falle miissen die 
Neutralisations- und Verdiinnungswarmen abgezogen werden, aber 
nicht fiir Milchsiure, sondern fiir Phosphoglycerinsiure. Denn der 
Ubergang von Brenztraubensaure in Milchsaure bedingt keine Reaktions- 
ainderung, wohl aber derjenige von Triosephosphorséure zu Phospho- 
glycerinsiure. Es muB daher die Warme in Abzug gebracht werden, die 
beim Einblasen von 5 ccm etwa m/10 Phosphoglycerinséure, die mit 
1,5 Aquivalenten NaOH vorher halb neutralisiert ist, in 50 cem_ bi- 
carbonat- und phosphathaltiger Enzymlésung frei wird?. Wenn der 
Enzymextrakt auch noch Ammonbicarbonat enthalt, so treten jetzt 
bei der Neutralisierung + 7500 geal pro Mol auf, ohne Ammonbicarbonat 
etwa + 2200 geal. Bei der Berechnung der Versuche wird angenommen. 
daB so viel Phosphoglycerinsaure entstanden ist, wie Brenztraubensiure 
zu Milchsdéure reduziert ist. Das stimmt nahezu mit der Bildung des 
schwer hydrolysierbaren Esters in den Versuchen tiberein. Im Mitte! 
von vier Versuchen, bei denen zwei mit, zwei ohne Ammonbicarbonat 
ausgefiihrt werden, erhalt man so, nach Abzug der Neutralisations- 
warme, durchschnittlich + 600 geal pro Mol. 

Diese Warme weicht von der oben berechneten um + 3000 geal 
ab. Abgesehen von der Unsicherheit der Neutralisationswirme, liegt 
dies wahrscheinlich daran, daB die 3. Stufe entgegen der obigen Voraus- 
setzung, eine negative Wairme von — 2000 bis — 3000 geal pro Mol 
besitzt, die dann auf die Reaktion 3-Phosphoglycerinsaure —- 2-Phospho- 
glycerinsdure entfallen diirfte. Denn nach dem Temperaturkoeffizienten 
der Gleichgewichtskonstanten sollte diese Reaktion eine negative Warme 
von etwa — 3000 geal haben, die sich experimentell jedoch nicht nach- 
weisen lieB®. Auch war die direkt gemessene Spaltungswarme der 
1 Q. Meyerhof u. W. Schulz, diese Zeitschr. 281, 292, 1935. — 2 Durch 
Zusatz von 1,5 Aquivalenten NaOH erhalt man gerade eine neutrale Lésung 
von Triosephosphorséure. — * O, Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 
276, 239, 1935. 
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3-Phosphoglycerinsaure in Brenztraubensaéure und Phosphorsaure ¢: yx 
geringer als diejenige der Phosphobrenztraubensaure, und ebenso era}, 
sich bei Phosphoglycerinséure eine gréBere negative Warmeténuneg der 
Parnasschen Reaktion! (bis — 6000 geal). Dieser Unterschied wurde 
seinerzeit teils auf Verdiinnungswirme der Phosphoglycerinsaure, tei|s 
auf MeBungenauigkeit bezogen. In den jetzigen Versuchen fand sic) 
fiir reine neutralisierte Phosphoglycerinsiure in dem in Betracht 
kommenden Konzentrationsintervall (Verdiinnung von m/10 bis m |() 
keine negative Verdiinnungswarme. Wenn nun die 3. Stufe eine negative 
Warmeténung von etwa 2500 geal hat, so wird die positive Wirme 
der 2. Stufe um diesen Betrag gréBer, d.h. = + 7000 geal und 1. und 
2. Stufe zusammen sind dann thermoneutral, wie es sich in den gegen. 
wirtigen Versuchen etwa ergibt. Daraus wiirde somit folgen, daB die 
Oxydoreduktion der Gleichung (6), wenn keine gleichzeitige Kreatin- 
phosphorsauresynthese stattfindet, eine Warmeténung von + 18000 geal 
besitzt, also starker exotherm ist als die gesamte Reaktionsfolge von 
Hexosediphosphorsiure bis Milchsaure. 


~ 


Kapitel Il. Der Umsatz von Hexosediphosphorsaure mit ,,B-Protein*. 


Fiir die Theorie der Gartestreaktion von Warburg und Christian?’ 
ist es von Bedeutung, daB der Umsatz des Hexosediphosphats in An- 
sitzen mit B-Protein und Cozymasebei Anwesenheit von Adenylpyro- 


phosphorsaure ebenso durch Kreatin gesteigert wird wie durch Glucose, 
vorausgesetzt, da noch etwas dialysierter Muskelextrakt hinzugesetzt 
wird. Dies ist nétig, weil die Hefe bzw. die daraus hergestellte B-Protein- 
fraktion selbst kein Ferment besitzt, das Adenylpyrophosphat mit 
Kreatin umestert. Eine eigentliche Isolierung dieses umesternden 
Ferments ist bisher nicht durchgefiihrt wordep. Die in Analogie zu 
der Warburg-Christianschen Vorschrift aus Muskelextrakt hergestellten 
A-Protein- und B-Proteinfraktionen enthalten stets noch die Mehrzah| 
der iibrigen Fermente, die fiir die Milchsaurebildung aus Hexosediphos- 
phorsiure vonnéten sind. Am besten bewahrt fiir die relative Isolierung 
des Ferments hat sich das Altern des dialysierten Muskelextraktes. Bei 
Verwendung von Mengen von 0,2 bis 0,3 ccm eines etwa 10 Tage alten. 
40 bis 60 Stunden dialysierten Muskelextraktes in 3 ccm findet ohne 
B-Protein kein Umsatz mehr statt, wenn Hexosediphosphat, Kreatin 
und die iibrigen Salze und Co-Fermentbestandteile des ,,Gartests” 
zugegeben werden, ebensowenig mit B-Protein allein, ohne Muskel- 
extrakt. Wenn beide gleichzeitig anwesend sind, kommt es dagegen 21 
rascher Saurebildung unter gleichzeitiger Synthese von Kreatinphosphor- 


1 O. Meyerhof u. W. Schulz, diese Zeitschr. 281, 292, 1935. — 2 O. Wur- 
burg u. W. Christian, ebenda 287, 291, 1936. — * O. Meyerhof, W. Kiess- 
lingu. W. Schulz, ebenda 292, 25, 1937. 
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siure (vgl. Abb. 7, ferner Abb. 6 der vorigen Arbeit'). Der Beweis, dab 
die Oxydoreduktion zur Hauptsache durch das B-Protein, die Um- 
esterung des Phosphats auf Kreatin aber durch das Muskelferment 
veschieht, wird geliefert durch das Verhalten eines Ansatzes ohne 
Oxydationsmittel. Dann ist der Umsatz nur sehr geringfiigig, zu Beginn 

Null, wahrend ein wirksamer, dialysierter Muskelextrakt unter 


diesen Umstanden Hexosediphosphorsaure in Milchsiure spalten wiirde 


bzw. bei Anwesenheit von Fluorid die Dismutation in Phosphog!ycerin- 


Abb. 7. Umsatz von Hexosediphosphat mit B-Protein 
s=— _~in Gegenwart von Kreatin und inaktivem dialy- 
AT siertem Muskelextrakt. 2,1 mg P, Os-Hexosediphos- 
Pe phat, 15mg Kreatin, 100 y Cozymase, 80 y Adenosin- 
eas triphosphorsiiure, 0,5 ccm eines 12 Tage alten, 
25 Std. dialysierten Muskelextraktes, Bicarbonat, 
Phosphat, Mg und Mn auf 3 cem. 
1. e——e ohne B-Protein, 2,0 mg Acetaldehyd. 
Il. O——O 10mg B-Protein, 2,0 mg Acetaldehyd. 
Il. x <x 10mg B-Protein, kein Oxydations- 
mittel. 
IV. +——+ 10mg _ B-Protein, 3 mg Brenz- 
traubensiure. 
Man beachte, daB ohne Oxydationsmittel der Um- 
i satz in den ersten 30 Min. fast Null ist und erst 
y: i langsam steigt, weil unter der Wirkung des Muskel- 
50 60 90. Min 720 °Xtraktes etwas Brenztraubensiiure entsteht, die 
dann als Oxydationsmittel dienen kann. 





WV + 








siure und «-Glycerinphosphorsiure herbeifiihrte. Ferner wird auch 
Acetaldehyd in unseren Ansatzen zu Alkohol reduziert, wahrend er 
durch aktiven Muskelextrakt nicht reduziert werden kann. Einen 
gewissen EinfluB auf den Oxydoreduktionsvorgang hat allerdings der 
Muskelextrakt doch, denn Brenztraubensaure wird in diesen Ansiitzen 
annahernd so rasch wie Acetaldehyd reduziert, was mit B-Protein allein 
nicht der Fall ist. Insbesondere macht sich der EinfluB des Muskel- 
extraktes auf die Oxydoreduktion um so mehr geltend, je langer der 
Versuch dauert. 

Bei der chemischen Aufarbeitung der in Abb. 7 wiedergegebenen 
Ansitze nach 2 Stunden ergab sich, da®~ aus Hexosediphosphat mit 
2,.1mg P,O; ohne Oxydationsmittel (III) 0,5 mg Milchsaéure entstanden 
sind, die genau der manometrisch gemessenen Saure (124 cemm CO,) ent- 
sprechen. Mit 2 mg Acetaldehyd (Il) waren 500cmm CO, entstanden, 
0.77 mg Alkohol, was einer Bildung von Phosphoglycerinséure mit 
1,2 mg P,O, entspricht, und ferner noch 0,62 mg Milchséiure. Die 1,2 mg 
P,O;-Phosphoglycerinsiure wurden auch als schwer  hydrolysierbares 
Phosphat nachgewiesen und ergeben zusammen mit der Milchsdure die 
gemessenen 500cemm CO,. Ferner wurden mit 3mg Brenztraubensdure (IV), 
statt Acetaldehyd, ebenfalls 500 emm CO, Saure gebildet, und zwar 2,3 mg 
Milchséure und 0,6 mg P,O,;-Phosphoglycerinsiure. Dabei wurde Kreatin- 
phosphorséure synthetisiert. 

In Ansarz IIIT: 0,79 mg P,O; 
i + II: 2,55 ,, P,O, 


sy gui A i le 


1 O. Meyerhot, W. Kiessling u. W. Schulz, diese Zeitschr. 292, 25, 1937. 
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Auch im Ansatz IT ist die Synthese der Kreatinphosphorsaure noch 1 ich; 
maximal, immerhin bedeutend gr6Ber als in III, was durch die gleich. 
zeitige Oxydation des Triosephosphats durch Acetaldehyd herbeiget ihr 
wird, 

Trotz der zusammengesetzten Natur dieser Ansitze ist das Erge}nis 
doch von Wichtigkeit, erstens um zu zeigen, daB das Kreatin im ,, (ir. 
test‘‘-Ansatz imstande ist, die Glucose als Phosphatakzeptor zu ersetzen 
und damit die Geschwindigkeit der Vergirung des Hexosediphosphats 
auf die Gargeschwindigkeit von Zucker zu steigern, und zweitens, wm 
nachzuweisen, daB dieser Reaktion eine Koppelung zwischen der 
Hydrierung der Cozymase und der Aufnahme von anorganischem 
Phosphat durch das Adenylsauresystem zugrunde liegt. Dieser Nachweis 
gelingt nicht mittels aktiven Muskelextraktes, und zwar, wie oben er- 
értert, infolge der raschen Dismutation des Triosephosphats in Ab. 
wesenheit eines Oxydationsmittels. Die Versuche zum Nachweis dieser 
Koppelung werden im nichsten Abschnitt, Kapitel IV, beschrieben, 


Kapitel IV. Koppelung zwischen Hydrierung der Cozymase und Phosphat- 
aufnahme dureh das Adenylsiuresystem. 

In den bisher mitgeteilten Versuchen, ebenso wie den Beobachtungen 
anderer Autoren (vgl. Anm. 8. 313), ist die Koppelung zwischen der 
Oxydoreduktion und Phosphataufnahme nur bei katalytischer Wirkung 
der Cozymase festgestellt. Diese Koppelung kénnte sich sowohl bei cer 
Hydrierung wie auch bei der Dehydrierung der Cozymase betatigen. Um 
den stéchiometrischen Umsatz fiir beide Vorgange getrennt zu unter. 
suchen, wird in Gegenwart von B-Protein die Oxydation der aus Hexose. 
diphosphorsaure gebildeten Triosephosphorsaure durch groBe Cozymase- 
mengen studiert, in Abwesenheit eines Oxvdationsmittels. Dieses kann 
dann, wenn die Bildung des Dihydropyridinnucleotids abgeschlossen 
ist, nachtraglich hinzugesetzt werden. Der Verlauf dieser Reaktion in 
Gegenwart von Hexosemonophosphorsaure, aber ohne Beriicksichtigung 
der Phosphorylierung ist schon von Warburg und Christian lichtelektriscli 
gemessen worden. Auch bei diesem Umsatz des Hexosemonophosphats 
reagiert in Wirklichkeit, wie kiirzlich gezeigt wurde!, Triosephosphor- 
siure mit Cozymase. 

In Ubereinstimmung mit den katalytischen Versuchen ergibt sich 
nunmehr, daB Triosephosphorséure (Hexosediphosphorsaure) die Co- 
zymase fiir sich allein nur geringfiigig reduziert und daB zum raschen 
Verlauf der Reaktion noch anorganisches Phosphat und ein Akzeptor 
dafiir vorhanden sein muB. Drei Anordnungen wurden gepriift: 

1. Freie Adenylsaiureverbindungen in aquivalenten Mengen als 


Phosphatakzeptor ; 


1 O. Meyerhof, W. Kiessling u. W. Schulz, diese Zeitschr. 292, 25, 1937. 
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2. Glucose als Phosphatakzeptor mit Adenosintriphosphat in 
katalytischen Mengen: 

3. Kreatin als Phosphatakzeptor mit Adenosintriphosphat in 
katalytischen Mengen und inaktiviertem dialysiertem Muskelextrakt 
als phosphatiibertragendem Ferment. 

Die Reduktion der Cozymase wurde, wie oben angegeben, auf 
drei Weisen bestimmt: 

1. Durch photographische Registrierung der Absorptionsbande bei 
340 mu und Berechnung des Reduktionsgrades aus der Bandenbreite: 

2. Durch Aktivitatsbestimmung nach Alkali- und Saurebehandlung, 


entsprechend den Angaben v. Hulers; 

3. Durch manometrische Messung. Bei der Reaktion von Triose- 
phosphorsdure mit Cozymase entstehen zwei Sauredquivalente: eins fiir 
die Bildung von Phosphoglycerinsaure, eins fiir die Bildung von Dihydro- 
pyridinnucleotid. 


A. Adenylsaiuresystem als Phosphatakzeptor. 


Gibt man zu einem Ansatz von B-Protein, der 1,6 mg P,O,-Hexose- 
diphosphat enthalt, 5 bis 10 mg reiner Cozymase (aquivalent 0,5 bis 
1,0 mg P,O, Triosephosphat), so findet auch bei Zusatz von Adenosin- 
triphosphat in katalytischen Mengen (etwa 22 y Pyro-P,O,) eine kaum 
meBbare Reduktion der Cozymase statt und es tritt manometrisch nur 
ein ganz geringer Druck auf!. Das beweist gleichzeitig auch die Ab- 
wesenheit einer Dismutation nach Gleichung (10). Zusatz von Adenyl- 
siure in aquivalenten Mengen andert hieran nichts, auch nicht von 
reinem Adenosintriphosphat, wohl aber der Zusatz von Adenosin- 
diphosphat. 

Gibt man zu dem erwahnten Ansatz Adenosindiphosphat mit etwa 
0,5 bis 1 mg leicht hydrolysierbarem P,O,, so kommt es zu einer raschen 
Saiurebildung, die nach 15 Minuten beendet ist und einer spektroskopisch 
bestimmbaren Reduktion der Cozymase entspricht; je nach den vor- 
handenen Mengen Cozymase und <Adenosindiphosphorsiure werden 
35 bis 45 °% der Cozymase reduziert, dann bleibt der ProzeB stehen. Bei 
Aktivitaétsmessungen nach der Methode von Fuler erhalt man einen 
etwas kleineren Wert fiir die reduzierte Cozymase und ahnlich auch, 
wenn man die manometrischen Messungen zugrunde legt. Die so be- 
rechnete Reduktion ist dann etwa um ein Viertel geringer und entspricht 
25 bis 35 % der vorhandenen Cozymase. Bei diesem Vorgang nimmt das 
leicht hydrolysierbare Phosphat (7-Minuten-Wert) im allgemeinen 

1 Wahrend mit manchen Cozymasepraparaten spektroskopisch iiber- 
haupt keine nachweisbare Reduktion eintritt, werden andere bis zu 20°, 
reduziert; wahrscheinlich enthalten diese etwas inaktivierte Cozymase, 
die dann als Phosphatiibertrager wirken kann. 
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weniger zu als nach der hypothetischen Gleichung (12) zu erwarten 
ware und ebenso wird auch nur sehr wenig anorganisches Phosphaj 
verestert. Dies geschieht beides vielmehr erst dann in dem berechnetey 
Umfang, wenn nachtriglich Acetaldehyd hinzugesetzt wird (12a). 
Hierbei verschwindet sehr rasch die Bande der reduzierten Cozymase 
und manometrisch tritt ein negativer Druck auf, der ziemlich genau die 
Halfte des vorher gemessenen positiven Druckes ausmacht, was dem 
Verschwinden einer Saurevalenz bei der Reoxydation des Dihydro. 
pyridinnucleotids entspricht. Ein solcher Versuch ist in Abb. 8 dar- 
gestellt. Der Umfang der Reduktion der Cozymase hangt von der 





544mm? Abb. 8. Hydrierung der Cozymase durch 

Triosephosphat in Gegenwart freier Adeny] 

siureverbindungen als Phosphatakzeptor 
Messungen manometrisch. 

1,6mg P,O; Hexosediphosphat, 9 mg aktive 

/ Cozymase, 15mg B-Protein; 1,4mg P,0 

anorganisches Phosphat, Volumen 3 cem 


i ’ l. @ @ ohne Adenylsiiureverbindung 
re 


er 1. O——C) mit freier Adenylsiiure (1 ng 
=F r | scars CC) m reie denylsaure (1 mg 
| 25). 

\ 

‘ 


Acetaldehya 








|G/ucose S, ae Pe 

mM Il. O——© mit Adenosindiphosphat 

——— (0,25 mg 7’ P,O;). 

IV. +——+ mit Adenosindiphosphat 
(0,5 mg 7’ P,O;); 38 Min. spiiter 1 mg 
Acetaldehyd eingekippt. 

- A——A mit Adenosindiphosphat 
(0,5 mg 7’ P,O;), nach 30 Min. 8 mg 
Glucose eingekippt. 

Endwert, 544cemm CO,, entspricht der 
Reduktion von 8 mg Cozymase. 


+-+ 7 








40 Min 


Konzentration des Adenosindiphosphats ab (vgt. Kurven III und IV), 
weniger von. derjenigen des Hexosediphosphats. Hieriiber soll spéter 
genauer berichtet werden. DaB sich unter diesen Bedingungen ein 
Gleichgewicht Pyridin + H, <=. Dihydropyridin einstellt, das seiner- 
seits mit der Konzentration des Adenosindiphosphats zusammenhangt, 
geht aus der Wirkung eines nachtraglichen Zusatzes von Glucose hervor. 
Sofort setzt eine starke Saéurebildung ein, die erst zum Stehen kommt, 
wenn fast genau 2 Aquivalente Saure pro Mol der vorhandenen Cozymase 
gebildet sind. Das entspricht dem quantitativen Ablauf der Reaktion (17). 


Bei Adenosindiphosphat als alleinigem Phosphatakzeptor wird 
also das anorganische Phosphat weniger bei der Hydrierung der Co- 
zymase als bei der Reoxydation der hydrierten Cozymase verestert 
und es bedarf weiterer Versuche, die hier bestehende Koppelung auf. 
zuklaren. Klarer liegt dies, wenn Glucose zugesetzt ist. Wahrend der 
raschen Saurebildung, die hier einsetzt, wird gleichzeitig mit der 
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Hydrierung der Cozymase anorganisches Phosphat verestert, das ihr 


im Sinne der Gleichung (11) nahezu aquivalent ist. So wird in dem 
Versuch Abb. 8, wo 8,0 mg aktiver Cozymase (12 .10°® Mol) zu ein 
Viertel durch Adenosindiphosphat und zu weiteren drei Viertel nach 
Zusatz von Glucose reduziert werden, in diesem zweiten Zeitraum 
059mg P,O; = 7.10 Mol anorganisches Phosphat aufgenommen, 
wihrend manometrisch gemessen 8 bis 9. 10° ® Mol Cozymase hydriert 
werden. 

Die Unwirksamkeit der Adenylsiure als Phosphataktepzor ent- 
spricht der bei den Gartestreaktionen gemachten Beobachtung, da 
auch bei der katalytischen Phosphatiibertragung der Ubergang Adenyl- 
siure + Phosphat —- Adenosindiphosphat viel schwerer erfolgt als die 
weitere Phosphorylierung des Diphosphats zum Triphosphat, vielleicht 
weil hierfiir ein in der B-Proteinfraktion nur in geringer Menge vor- 
handenes oder besonders empfindliches Fermentprotein erforderlich 
ist. Andererseits muB Adenosintriphosphat fiir stéchiometrischen 
Umsatz beim Fehlen eines anderen Phosphatakzeptors unwirksam sein, 
weil es sich selbst nicht noch weiter mit Phosphorsaure aufestern kann. 
Dies war auch bei ganz reinen Praparaten der Fall, wahrend unreinere 
und altere Praparate die Hydrierung der Cozymase noch etwas in Gang 
bringen kénnen, was auf einen teilweisen Zerfall dieser Praparate in 
Adenosindiphosphorsaure bezogen werden muB. 


B. Glucose als Phosphatakzeptor. 


Die letztbeschriebenen Versuche verlaufen noch iibersichtlicher, 
wenn man das Adeninnucleotid nur in katalytischen Mengen zusetzt, 
d.h. etwa 20 y Pyro-P,O,;. Dann ist Glucose der alleinige Phosphat- 
akzeptor. In Tabelle V sind mehrere derartige Versuche zusammen- 
gestellt. Die Hydrierung der Cozymase ist meist nur manometrisch 
gemessen und mit der Veresterung des anorganischen Phosphats und 
der Bildung des schwer hydrolysierbaren Esters verglichen. Dabei ist 
die Bildung von Dihydropyridin immer genau der Halfte der gemessenen 
cmm CO, gleichgesetzt. Genauer miiBte einerseits die Saureretention 
beriicksichtigt werden (der Retentionsfaktor ist 1,15 bis 1,2), anderer- 
seits die Veresterungskorrektur fiir Phosphoglycerinsiure und Hexose- 
monophosphorsaure. Da diese in umgekehrter Richtung etwa so gro 
ist wie der Retentionsfaktor, so kann man ohne groBen Fehler beide 
Korrekturen vernachlassigen. Da®8 im iibrigen die manometrisch be- 
stimmte Reduktion mit der spektroskopisch berechneten und ebenso 
mit der aus Saure- und Alkaliinaktivierung sich ergebenden gut tiber- 
einstimmt, zeigen die Versuche 4, 5 und 6 der Tabelle V. Das ver- 
esterte anorganische Phosphat ist stets angenaihert, wenn auch meist 
nicht ganz aquivalent der hydrierten Cozymase. Der schwer hydro- 
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lysierbare Ester entsteht in nicht ganz dem doppelten Betrage des 
veresterten anorganischen Phosphats (vgl. Tabelle V, A). Das riihir 
daher, daB einer. eits die entstehende Saéure nur zu etwa 3/, Phospho. 
glycerinsiure, zu '/, leicht hvdrolysierbare Phosphobrenztraubensa ire 
ist, daB andererseits das bei der Veresterung gebildete Hexosemono. 
phosphat zu etwa 80%, schwer hydrolysierbar [A ,-— jg9], zu 20° 
leicht hydrolysierbar ist. 

Die Versuche der Tabelle V wurden im allgemeinen wie folgt zusammen 
uesetzt: Wechselnde Mengen B-Protein (8 bis 30mg), Gartestsalzlésunyg 
nach O. Warburg und W., Christian mit 0,2 bis 0,3 cem m/10 anorganischen 
Phosphats, Adenylpyrophosphat mit 22 bis 50 y Pyro-P,O;, 2 bis 8 mg 
Glucose und die angegebene Menge Hexosediphosphat und Cozymacse. 
Meist wird ein Kontrollansatz ohne Glucose angesetzt, dessen Ausschlag 
von dem manometrisch gemessenen Druck abgerechnet wird. 

In einzelnen Versuchen wurde auch der Schwund der Hexose- 
diphosphorsiure mittels der Zymohexasereaktion gemessen (vu. 
Tabelle V, Versuche 2 und 7). Innerhalb der nicht sehr groBen Genauig. 


Tabelle V. Koppelung zwischen Hydrierung der Cozymase und 
Phosphorylierung von Glucose. 


A. Versuchsdaten. 





Zu- mg P.O; 
~setzte emm 

Ver- Zo. Co- COs i Bildung schwer 
Nr. suchs-| Hexose- 2Ymase, cmm im anorgani- hydrolysierbaren phos- 
zeit di- mg CO, Kon- sches Esters : phor- 
phosphor- Substanz troll- Phosphat,, (Phosphoglycerins, _ siiure- 
siiure ansatz verestert | + Hexosemono- = schwund 

Min. | phosphorsiure) 





1 60 2,4 14 0,30 0,58 
(28. V.) 
2a 80 2,4 y 5: 0,22 7 0,40 0,4 
(3. VI 7 
2b 0,33 0,5 
2c 0,49 0,66 


Ba f 74, 25 0,34 
(9. VI.) 
3b f 7,£ é 0,34 


4 
(23. VI.) 


5 0,47 0,83 
(24. VL.) 

ba 100 ‘ 413 0,65 1,19 
(29. VI.) 

6b* 100 " 413 0,71 1,30 


7a 170 0,8 418 0,55 0,66 0,65 
(30. VI.) 

7b* || 170 0,8 11 418 0,55 1,10 0,68 

Te 170 1,6 11 466 0,64 1,20 0,90 

7d 170 24 11 496 0,64 1,10 1,0 


* Nach Acetaldehydzusatz. 
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B. Umsatz in 10-® Mol. 





Endwert hydrierte Cozymase Lehi 

Zusat wo ee a Aquivalente Rest: oxy- 
re Zusatz : eicneiites Hexose- dierte Co- 

Hexose- Co- aus Ab- aus aus ‘hosphat | diphosphor- zymase aus 

diphosphor- zymase | sorptions- Girungs- ee verestert sure Gérunes- 
Route messung messung trischer geschw, messung 
Messung 


3 
fo 9) 


48 
3.2 
5 


te 
ie 9) 
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ll aati! 


2 D' OP HH COO He ats ai-1 
ron 
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S 
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5 
7,8 
4,8 
5,0 
1 
9 


ye 

obo 
— 
Dé 
os 
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1 


9 

9,1 

(9,1) 10,0* 

9,3 7,8 9 
(9,3) 7.8* 9,5 
11, 15,5 10,4 9,0 12,5 
17 15,5 11,0 9,0 14 


* Nach Acetaldehydzusatz. 
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keit dieser Versuche entspricht der Schwund ziemlich gut der gleich- 
zeitig reduzierten Cozymase. Andererseits sieht man, daB die Reduktion 
auch in diesen Fallen nicht ganz vollstandig ist, d. h. nicht genau der 
zugesetzten Cozymase entspricht. Dann wird bei den Aktivitats- 
messungen die nichtreduzierte Cozymase als aktive oxydierte Cozy- 
mase wiedergefunden. Offenbar hangt diese Unvollstandigkeit mit 
der weniger guten Beschaffenheit des B-Proteins zusammen, wahrend, 
wenn dieses sehr aktiv ist, die Reduktion so gut wie vollstandig zu 
sein scheint. 

In den Versuchen 6 b und 7 b ist am SchluB Acetaldehyd zugesetzt und 
1 Minute nachher die Enzymlésung mit Trichloressigsdure enteiweibt. 
Es ist zusitzlich kein anorganisches Phosphat verestert. Dies geschieht 
natiirlich bei UberschuB von Hexosediphosphat in langeren Zeiten, weil 
nun von neuem die Reduktion der wieder oxydierten Cozymase einsetzt. 
Die Veresterung des anorganischen Phosphats fallt also jetzt, soweit 
sich feststellen laBt, ganz in die Hydrierungsphase der Cozymase, ent- 
sprechend der Gleichung (11). Nach dem Zusatz des Acetaldehyds 
tritt manometrisch wieder ein negativer Druck ein, der aber nicht so 
groB ist, wie sich fiir die Reoxydation der reduzierten Cozymase be- 
rechnet. Offenbar spielen sich noch andere, mit Saurebildung ver- 
bundene Nebenreaktionen ab. 

C. Kreatin als Phosphatakzeptor. 

Verwendet man Kreatin an Stelle von Glucose als Phosphatakzeptor, 
so muB noch etwas inaktiver, dialysierter Muskelextrakt hinzugesetzt 
werden, weiter auch Fluorid, damit keine Brenztraubensaure entsteht, 
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die als Oxydationsmittel wirken kénnte. Weiter muB in einem Kontrol. 
ansatz festgestellt werden, daf bei katalytisch wirkenden Cozymave. 
mengen (100 y Substanz) in Abwesenheit von Brenztraubensaure 
manometrisch nur ein geringer Druck auftritt, die Dismutation nach 
Gleichung (15) also nur in geringem MaBe stattfindet. Die Hydrieruny 
der Cozymase ist gleichwohl hier viel unvollstandiger als mit Glucose 
und nicht gréBer als wenn Adenosindiphosphat selbst als Akzeptor 
dient. Obendrein geht die Hydrierung nach etwa 10 Minuten wieder 
langsam zuriick, wahrscheinlich wegen der jetzt einsetzenden Dismuta- 
tion nach Gleichung (15). Bricht man den manometrischen Ansatz ab, 
wenn die Reaktion gréBtenteils abgelaufen ist, also nach etwa 8 bis 
10 Minuten, so ergibt sich manometrisch eine Reduktion von etwa 20°, 
der Cozymase, spektroskopisch gegen 30°. Immerhin gelingt es auf 
diese Weise zu zeigen, daB die Cozymase durch Triosephosphat auch in 
Gegenwart von Kreatin reduziert wird und da®B dann angenahert die 
Gleichung (14) fiir die Synthese der Kreatinphosphorsaure gilt. 
Versuchsbeispiel. 0,5ccem dialysiertes B-Protein (in Lésung), 
0,75 cem_ ,,Gartest‘‘-Salzlésung, 1,6 mg P,O;-Hexosediphosphat, 15 mg 
Kreatin, Adenosintriphosphat mit 22 y Pyro-P,O;, 4.10°?n NaF. 





In 12 Minuten ber. 10-6 Mol 


Cosymase- |) _ 
zusatz 60 Stunden ~  Kreatin- Kreatin- 
in mg dialysierter emm CO», phosphorsiiure Cozymase phosphor- 

Substanz Muskel- gemessen synthetisiert, reduziert siiure 

extrakt, ecm mg P,O; synthetisiert 





o1 (OB |} 0 
9 0,1 142 0,14 2,0 
9 0,3 132 0,20 2 2,8 
In derartigen Ansitzen wird im allgemeinen nur 0,15 bis 0,25 mg 
P,O,-Kreatinphosphorsaure in 10 bis 15 Minuten synthetisiert, nachher 
nimmt die Menge nur héchstens noch soviel zu, wie in den Kontroll- 
ansitzen mit geringer Cozymasemenge. Gibt man jedoch nunmehr 
Brenztraubenséure zu, so setzt sogleich eine neue Synthese ein; es 
bleibt jedoch ungewib, ob sie Ahnlich wie bei den unter [V A geschilderten 
Versuchen zu deuten ist und auf Phosphatveresterung wahrend der 
Oxydation der Dihydrocozymase zu beziehen ist, weil ja der Vorgang 
nach Zusatz der Brenztiaubensaiure sofort unter erneuter Reduktion 
der Cozymase im Sinne der Gleichung (14) weiter fortschreitet. 


SchluBfolgerungen und Zusammenfassung. 


In der Arbeit wird gezeigt, daB auBer der enzymatischen Kreatin- 
phosphorsaéuresynthese, die durch die Phosphatiibertragung von 
Phosphobrenztraubensaure zustande kommt (,, Parnas sche Reaktion‘), 
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noch eine zweite stattfindet, die mit der Oxydoreduktionsphase der 
Milchsdurebildung gekoppelt ist. Gleichzeitig wird durch diese Reaktion 
die rasche Milchséurebildung entfesselt, die in der Restitutionsperiode 
des Muskels im AnschluB an den Zerfall der Kreatinphosphorsaure einsetzt. 
Die Vorginge in dialysiertem Muskelextrakt in Gegenwart von Hexose- 
diphosphat, Kreatin, Phosphat, Cozymase und freier Adenylsaure- 
verbindung bilden daher eine genaue Analogie fiir die in der anaeroben 
Erholungsperiode des Muskels sich abspielenden Reaktionskoppelungen. 
Die Methode wird ferner fiir die praparative Darstellung von Kreatin- 
phosphorsaure in groBen Mengen benutzt und mit einem derartig dar- 
gestellten Praparat die Aufnahme der Elektrotitrationskurve der 
gespaltenen und ungespaltenen Verbindung wiederholt. 

Die Warmeténung der gesamten gekoppelten Reaktion ist negativ: 
pro Mol Milchsaéurebildung gemessen — 5400 geal (berechnet aus der 
Differenz der Spaltungswarmen: — 6000 geal). Die Warmeténung der 
gekoppelten Teilreaktion, in der 1 Mol Kreatinphosphorsaure bei der 
Oxydation von | Mol Triosephosphorsaure synthetisiert wird, ist da- 
gegen positiv; in diesem Falle unter Abrechnung der Spaltungswarme 
der Hexosediphosphorsaure gemessen: + 7600 gcal, waihrend -+- 5000 geal 
erwartet sind; die mégliche Ursache dieser Abweichung wird diskutiert. 


Der Synthese der Kreatinphosphorsiure in Koppelung mit der 
Oxydoreduktionsphase der Milchsaurebildung liegt der gleiche Mechanis- 


mus zugrunde, wie der Synthese der Hexosemonophosphorsaéure in 
Koppelung mit der Oxydoreduktionsphase der Garung, namlich eine 
Phosphataufnahme, die vermittels des Adenylséiuresystems bei dem 
Umsatz der Cozymase mit Triosephosphorsaure stattfindet. Wahrend 
in allen Fallen die Triosephosphorsaure die Reaktionsform des Zuckers 
ist, die mit dem Diphosphopyridinnucleotid reagiert und dabei oxydiert 
wird, ist andererseits in den hier untersuchten Systemen die erste 
Reaktion, die die Aufnahme des anorganischen Phosphats vermittelt, 
diejenige zwischen Adenosindiphosphat und Phosphat zu Adenosin- 
triphosphat. Ist Glucose der endgiiltige Phosphatakzeptor, so ist diese 
Phosphataufnahme allein mit der Hydrierung der Cozymase gekoppelt 
und schreitet annahernd stéchiometrisch mit ihr fort, bis die im Unter- 
schuB8 vorhandene Komponente nahezu verbraucht ist. Ist Adenosin- 
diphosphat im UberschuB alleiniger Phosphatakzeptor, so ist die Reak- 
tion wegen des eintretenden Gleichgewichts undurchsichtiger; die 
Reaktion kommt bei etwa 30 bis 40°, Hydrierung der Cozymase zum 
Stehen; andererseits wird Phosphat jetzt auch bei der Oxydation der 
hydrierten Cozymase aufgenommen. Ist Kreatin der Phosphatakzeptor, 
so ist die Reaktion ebenso unvollstandig, im iibrigen aber derjenigen in 
Anwesenheit von Glucose gleich. 





Uber die Rolle der Cozymase bei der Phosphatiibertragung. 


Von 
P. Ohlmeyer und Severo Ochoa (Madrid), 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 2. August 1937.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Funktion der Cozymase (Diphosphopyridinnucleotid von 
O. Warburg u. W. Christian) als Co-Ferment der Oxydoreduktion bei 
Garung! und Milchsdurebildung? ist sichergestellt. Dagegen ist die Frage, 
ob und unter welchen Bedingungen Cozymase auch die Ubertragung 
von Phosphorsaure katalysiert, noch keineswegs geklart. Wir stimmen 
mit v. Kuler und Mitarbeitern darin iiberein, daB altere — vor Herbst 
1936 angestellte Versuche der verschiedenen Laboratorien itiber 
diesen Gegenstand ausnahmslos verworfen werden miissen, weil erst 
durch die Arbeiten von O. Warburg sichere Kriterien fiir die Reinheit 
der Cozymase geschaffen wurden und die alteren Praparate mit Abbau- 
produkten, Adenylsdure usw., die als ,,Cophosphorylase‘‘ wirken, 
verunreinigt waren. Ebenso herrscht Einigkeit dariiber, daB reine 
Cozymase nur in sehr geringem Umfang leicht hydrolysierbares Phosphat 
aufnehmen kann, aber zu quantitativer Anlagerung von zwei labilen 
Phosphorsaéuregruppen (Pyrophosphat) pro Mol befahigt wird, sobald 
sie nach Euler durch Alkalibehandlung bei 100° fiir Wasserstoffiiber- 
tragung inaktiviert ist. Trotzdem ist aber eine derartige reine Cozymase 
in gewissen Fallen zur Phosphatiibertragung geeignet; wie und unter 
welchen Bedingungen diese ebenfalls unbestrittene Erscheinung zu- 
stande kommt, bildet den Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

Zur Hauptsache beschranken sich die Versuche auf die fiir den 
Kohlehydratabbau besonders wichtige Umesterung, bei der das 
Phosphat von Phosphobrenztraubensaure, dem letzten phosphorylierten 
Glied der Abbaukette, unter Mitwirkung von Adenylsaéureverbindungen 
auf den in Reaktion tretenden Zucker iibertragen wird*. Wir finden, 
daB diese Reaktion im Mazerationssaft von Na’ gehemmt wird, wobei 
das Cozymasesystem viel empfindlicher ist als das Adenylsaure- 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 286, 81, 1936; 287, 291, 
1936; P. Ohlmeyer, ebenda 287, 212, 1936. —- 2? O. Meyerhof u. P. Ohlmeyer, 
ebenda 290, 334, 1937; H.v. Buler, E. Adler, G. Gitinther u. H. Hellstrém, 
Zeitschr. f. phys. Chem. 246, 83, 1937. — * O. Meyerhof u. W. Kiessling, 
diese Zeitschr. 281, 249, 1935; 288, 83, 1935. 
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system; eben dieser Umstand tauscht die Unwirksamkeit von Cozymase 
haufig vor. Diese Hemmung kann, wie schon vorlaufig von uns mit- 
yeteilt!, durch Spuren von Mangan? aufgehoben werden, das hierbei 
dem Magnesium als Bestandteil des phosphatiibertragenden Co-Ferment- 
systems? wirkungsgleich und quantitativ iiberlegen ist. Wenn man 
aber Na’ durch die fiir die Hefe physiologischen Kationen oder NH, 
ersetzt, so bleibt auch ohne Mn die Wirksamkeit der Cozymase erhalten. 
In solchen Ansatzen steigt die Aktivitat der Adenylsiure gegeniiber 
Na-haltigem Milieu auf etwa das Fiinffache, die der Cozymase von 
wechselnden, aber stets sehr niedrigen Werten auf ungefaihr die halbe 
Hohe der Adenylsaure, ohne daB sie dabei mehr als 5%, ihrer wasserstoff- 
iibertragenden Wirkung einbiiBt. Mit Platin vollstandig hydrierte 
(ozymase (Diphosphohexahydropyridinnucleotid) ist als Cophosphory- 
lase aktiver als Cozymase und kommt der Adenylsaure auch in Gegenwart 
von Natrium in der Wirkung gleich. 


Die bei der Umesterung frei werdende Brenztraubensaure unterliegt 
der carboxylatischen Spaltung. Die auftretende Kohlensdiure wird 
manometrisch gemessen. Die Menge phosphatiibertragenden Co- 
Ferments driickt sich, wie schon von Euler gefunden worden war’, 
nicht in der GréBe der Reaktionsgeschwindigkeit, sondern in der Dauer 
der Latenzzeit aus. Zusiatze, die zu einem Reaktionsbeginn im gleichen 
Zeitpunkt fiihren, werden in bezug auf Cophosphorylasewirkung aqui- 


valent gesetzt. Dabei werden in den folgenden Tabellen die Co-Ferment- 
zusatze in Gewichtsmengen wiedergegeben. Zum Vergleich der Wirkungs- 
stirke ist durch das Molekulargewicht zu dividieren (Cozymase 663, 
Adenylsiure wasserfrei 347). Die Herstellung reiner Cozymase und 
ebenso die sonst gebrauchten Methoden sind in den vorangehenden 
Arbeiten beschrieben. 


Kapitel I. Einflu8 von Metallionen auf die Umesterung. 


Das Verhalten der Co-Fermente in den Fallen, wo in der Lésung 
Natrium zugegen ist, wurde schon in unserer vorlaufigen Mitteilung be- 
schrieben, freilich ohne besondere Beriicksichtigung der hemmenden 
Wirkung des Na’. Es wurde gezeigt, daf Adenylsiure in bezug auf 
Cophosphorylasewirkung reiner Cozymase etwa 60fach iiberlegen ist, 
da dieser Unterschied aber durch Zusatz geringer Mengen Mn (1 bis 
10 y) fast ausgeglichen wird. Dabei steigt die Aktivitaét von Adenyl- 
siure auf etwa das 5-fache, die der Cozymase auf das 200-fache. 


1 Naturwiss. 25, 253, 1937. — 2 Nach Versuchen von Negelein ,,ist 
Mn wahrscheinlich zur Garung nétig’’ (O. Warburg u. W. Christian, diese 
Zeitschr. 287, 294, 1936). — * K. Lohmann, ebenda 287, 445, 1931. — 
‘ H. v. Euler u. E. Adler, Ark. f. Kem. 12 B, Nr. 12, 1935. 
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Neuere Versuche lehren nun, da der Manganeffekt vor allem in der 
Aufhebung der Na’-Hemmung besteht, eine Wirkung, die, wie weitere 
Versuche zeigen, auch durch gréfere Mengen Mg’, NH, und K’ herbei. 
gefiihrt werden kann. Das Cozymase-Fermentsystem wird durch Na 
offensichtlich starker gehemmt als das Adenylsiure-Fermentsystem 
und seine Fahigkeit zur Umesterung tritt um so deutlicher hervor, ji 
mehr der Einflu8 des Na’ durch aktivierende Metallionen kompensiert 
ist. Das zeigt z. B. der Versuch der Tabelle I. Der dazu verwanite 
Mazerationssaft war 15 Stunden gegen Wasser dialysiert. Die Kon. 
zentration des Na (das im anorganischen Phosphat und als phospho. 
glycerinsaures Salz zugesetzt war) betrug 0,11 n; die Cozymase, dic 
nach der hiesigen Vorschrift dargestellt war!, war analysenrein und 
enthielt weniger als 3°, oxydoreduktiv unwirksame Begleitstoffe. 


Tabelle I. Einflu8B von K auf die Hemmung der Umesterung 
durch Na. 


0,4ccm Mazerationssaft, 15 Stunden gegen Wasser dialysiert, Na,H PO, 

KH,PO, (phosphoglycerinsaures Natrium mit 1 mg P,O;), 507 Mg, 

3mg Glucose auf 1ecm. Praformiertes Na’ 11. 10-2 mol., praformiertes K’ 

2,4.10-*mol. Gemessene emm CO, aus Phosphoglycerinséure. Zusatz 
10-2 mol. KCl. 





3,9 


5,1 





Zeit ; 
80 14mg 80 y 24mg | 80 y 4,0 mg 
Adenylsiure| Cozymase || Adenylsiure Cozymase || Adenylsiure Cozymase 


iz II 


Min. 


3 é 3 3 
6 ¢ 20 6 
9 21 11 
12 é 171 7 

15 25 237 

18 254 


Ad:Cz ~ 10:1 


Bei der Priifung weiterer Ionenzusaitze zu dem_ beschriebenen 
System fanden wir, daB Lithium und Casium ebenfalls hemmen, Rubi- 
dium dagegen nicht. Nach diesem Ergebnis und auf Grund der Tatsache. 
daB lebende Hefe sehr wenig Natrium, weniger als 2°, der Asche. 
enthalt?, lag es nahe, dieses aus den Ansatzen fortzulassen und zur 
Neutralisation und Pufferung nur ein einziges Kation zu verwenden. 
Hierbei ergibt sich als wirksamstes, auch dem K’ noch iiberlegenes 
Ion NH,. 


! O, Meyerhof u. P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 290, 334, 1937. 
Nach Euler u. Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen 
Girung, Leipzig 1915. 
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Versuchsbeispiel fiir das Wirkungsverhaltnis NH, : K’. In 0,4 cem Mazera- 

tionssaft lmg P,O;-Phosphoglycerinsiure, m/300 Phosphat, 187 P,O; 

Hexosediphosphorséure (zur Auslésung), mit 50 7 Mg und 3mg Glucose 

auf leem. Zur Neutralisation ausschlieBlich NH,OH bzw. KOH. Ge- 
messen: emm CQ). 





Kation 0,32 mol. K’ 


Zeit Kation 0,32 mol. NH4 dete 
ny Comvnese ? 
Min. wih artes 120 y Cozymase 140 7 Cozymase 


3 12 5 2 
6 90 11 | 22 
9 190 66 120 


In Gegenwart von K’ fiihrt erst die zwei- bis dreifache Menge Cozymase 
zur annahernd gleichen Wirkung wie bei NH,. Daraus ergibt sich der 
SchluB, daB NH, wenigstens zweimal aktiver ist als K’. 


Die optimalen Bedingungen liegen bei etwa 0,15 mol. NH). 
Héhere Konzentrationen haben eher einen hemmenden EinfluB. Das 
mit NH, erreichte Optimum ist auch durch Mn nicht mehr zu ver- 
bessern. In allen solchen Systemen — durch Kombinieren und Weg- 
lassen der Ionen Mn’, Mg’, NH, und K’ vielfach variiert — weisen 
Adenylsaéure und Cozymase ein molares Verhaltnis der Aktivitat auf, 
das um den Wert Ad: Cz = 2: 1 nur wenig schwankt. 





Abb.1. Verhiltnis Mn**: Mg". Ordinate: 
emm CO, aus Phosphoglycerinsiure. 
Abszisse: Zeit in Minuten. Ansatz: 
0,4cem Mazerationssaft, 15 Std. gegen 
2% KCl dialysiert, m/300 Phosphat 
(Na, K), Phosphoglycerinsiiure mit 1 mg 
P,O; (1,41. 10-5 mol. = 317 emm CQO,), 
Hexosediphosphat mit 15 y P,0O;, 3mg 
Glucose, 50 y Adenylsiure (0,14 . 10-6 mol.; 
bei I reine Adenylsiiure); Gesamtvolumen 
leem. Mn als MnCl,, Mg als MgSO, 
zugesetzt. 
mit Mn, 
mit Mg, 
mit 6y7 Mn, 
37 Mn, l - 
6y Mn, {27 _ 
150 y Mg, fom 
310 y Mg, 7 











5 20 


Wiihrend ein Unterschied in der Wirkungsweise der aktiven Metall- 
ionen nicht erkennbar ist, ist die minimal wirksame Menge sehr ver- 
schieden. Werden zu Na’-haltigen Ansatzen von dialysiertem Mazera- 
tionssaft oder von ausgewaschener Trockenhefe, deren Mg entfernt ist, 
die anderen aktiven Ionen wieder zugegeben, so gilt bei gleicher Wirkung 
das molare Verhaltnis: Mn’ : Mg” : NH, >: K + 1:50: 1000: 2000. Zur 
Feststellung der Manganmenge in der Hefe wurde Trockenhefe im 
Muffelofen bei 800° verbrannt und im sauren Ascheauszug das Metall 
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kolorimetrisch nach Marshall bestimmt!. 100 ¢ Trockenhefe (Miinclh ner 
Léwenbrau) enthielten 0,55 mg Mn. Vergleicht man diesen Wert ji; 
dem von Luler und Lindner fiir Miinchner Unterhefe angegebenen 
Gehalt an K und Mg, so findet sich fiir die in der Hefe tatsachlich vor. 
kommenden Mengen das molare Verhaltnis: Mn: Mg: K = 1 : 1300 : 7500) 
also einigermaBen ahnlich dem obigen. 


Bei weiterem Ionenzusatz tiber das Optimum tritt eine von Anionen 
abhangige Hemmung ein. Organische Anionen, wie Acetat, Lactat 
hemmen dabei viel weniger als Cl’, SO*, NO_. Wie aus Abb. 2 hervor. 
geht, besitzt Phosphat ein Optimum, das in der Nahe von 3.102 » 
liegt. 





Abb. 2. Abhingigkeit der Umesterung mit 
Adenylsiure vom Phosphatgehalt (Katio: 
NH,). Ordinate: emm CO, aus Phosph 
glycerinsiure. Abszisse: Zeit in Minuten 
Ansatz: 0,4 cem Mazerationssaft, 15 Std 
gegen Wasser dialysiert, Phosphoglycerinsiiur: 
mit 1 mg P,O; und 1,5 mg (= 8,5. 10-* mol 
NH,, 30 y Adenylsiure, Hexosediphosphat 
mit 15 7 P,Os, 50 y Mg, 3 mg Glucose; Gesanit- 
volumen leem. Zusatz von Ammonphosphat- 
gemisch (pa == 6,5). 

@—@ i kein Phosphat, 

O—oO II mit 3,5. 10-* mol. Phosphat, 

o—o lll ,, 5,3.10-* 

asa—as IV , 7 .10-* 

t——+ WV , 14 .10-* 











3 Min. 9 


Der Ausgangspunkt fiir die Priifung reiner Cozymase auf Cophos. 
phorylasewirkung waren die Garversuche mit ausgewaschener Trocken- 
hefe, da ja bei dieser die Alleinzugabe von Cozymase eine Garung 
herbeifiihrt, die auch durch freie Adenylsiureverbindungen _ niclit 
gesteigert wird. Nach dem vorliegenden Ergebnis ist die Entbehrlich- 
keit einer eigenen Cophosphorylase unter diesen Umstanden  ver- 
stindlich geworden. Wir haben auch fiir die Garung ausgewaschener 
Trockenhefe gefunden, daB ihre Geschwindigkeit vom Ionenmiliew 
abhangt. 


Versuchsbeispiel. Mit der gleichen Menge Cozymase (2 7) waren in 
30 Minuten die folgenden emm CO, entwickelt: Kationen K’ und Na’: 44; 
Kation NH,: 72; Kationen K’ und Na’ und Zusatz von 30 y Mn: 69. Dabei 
ist hinzuzufiigen, dafi beim Auswaschen der Trockenhefe 80°, des pri- 


formierten Mangans entfernt waren. 


1 M. Marshall, Chem. News 838, 76, 1904; vgl. F. P. Treadwell, 
Lehrb. d. analyt. Chem. IT, 108. 5. Aufl., 1911. 
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Kapitel I. Die Erhaltung der Garwirksamkeit der Cozymase bei der 
Phosphatiibertragung. 


Da das Cozymasemolekiil Adenylsiure enthalt und diese im Hefe- 
mazerationssaft autolytisch herausgespalten wird', muBte an die 
Méglichkeit gedacht werden, daB nicht die Cozymase selbst, sondern 
ihre Abbauprodukte die Umesterung bewirken. Deshalb wurde mit 
ausgewaschener Trockenhefe eine Bestimmung der wirksamen Cozymase 
vor und nach abgelaufener Umesterung vorgenommen und dabei auch 
das Gleichgewicht Cz + H, =~ CzH, in der von Euler? angegebenen 
Weise durch Bestimmung des Wirkungsverlustes in Alkali und Saure 
bestimmt. Das Ergebnis enthalt Tabelle II, in der die garwirksamen 
Cozymasemengen in y angegeben sind. Die Garwirksamkeit der Co- 
zymase ist nach der Umphosphorylierung zu 95°, erhalten geblieben. 
Dieser Wert wurde mehrfach bestatigt. Er ergibt sich auBerdem durch 
Extrapolation aus einer Zeitkurve des Abfalles der Girwirksamkeit, 
wenn man einen Umesterungsansatz langere Zeit stehen liBt und zu 
verschiedenen Zeiten Proben aus ihm entnimmt. Wollte man nun 
annehmen, daB dem kleinen Verlust an Garwirksamkeit eine Neu- 
bildung von Cophosphorylase entsprache, so kann diese weder Adenyl- 
siure noch Adenylpyrophosphat sein, denn Adenylsaiure kann in Gegen- 
wart von Mn héchstens die doppelte, nicht aber die 20fach aquivalente 
Menge Cozymase vertreten, und auch Adenylpyrophosphat, welches 
Adenylsaure an Wirksamkeit iibertrifft, wirkt jedenfalls noch nicht 
achtmal so stark wie die gleiche Cozymasemenge. Die Annahme einer 
unbekannten Cophosphorylase als Spaltprodukt der Cozymase, die 
zehnmal aktiver wire als Adenylsdure, erscheint daher kiinstlich. 


Tabelle Il. Bestimmung der garwirksamen Cozymase nach der 
Umesterung. 
Garwirksamkeit im Kochsaft des Umesterungsansatzes bestimmt. 1. Nach 
Saureinaktivierung, 2. nach Alkaliinaktivierung, 3. ohne Behandlung. 





y aktive Cozymase vorhanden 
Zeit eam CO, bet j-———— pel 0). Cy 
Zus . 2H, 
Mn-Zusatz der Umesterung 1. 2 3 , : 


Min. Cz Cz He Cz + CzHe 


0 - 87 
10 ns 0 48 38 86 44 
10 + 530 46 36 82 44 


Weiterhin zeigt Tabelle III einen Vergleich von Adenylpyro- 
phosphorséure mit Adenylsdure. Erstere wirkt etwa doppelt so stark, 


1 P. Ohlmeyer, diese Zeitschr. 287, 212, 1936. — ? H.v. Euler, EB. Adler, 
G. Giinther u. H. Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, 217, 1937. 
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und dies ist wahrscheinlich auch hier so zu erkléren, da® der raschd™sie voll 
Phosphatwechsel im Adenylsauresystem sich zwischen Diphosphat nif Analys 
Triphosphat abspielt und die Adenylsiure erst langsam zu Adenosin 
diphosphat aufgeestert werden muB. 


P kole 
Tabelle III. Vergleich von Adenylsaure und Adenylpyrophosphor@pie H 
sdiure als Cophosphorylase. » HCl 


Ansatz 0,4ccm Mazerationssaft, 15 Stunden gegen 2°, KCl dialysierffim Um 
48 Stunden alt. m/300 Phosphat (Na, K’) 1 mg P,O;-Phosphobrenz-@Molekt 
traubensiure, 3 mg Glucose, 50 y Mg und 15 y P,O, Hexosediphosphat iquiva 

auf 1 ccm. Jaran 





herbeif 
emm CO, 








ees . pieaks mu etw 
Zeit Adenosintriphosphorsiure ‘ " 
: 0,1 mg P2 O5- Pyro-P, 0; Stufe 
Adenylsiiure an — die U 
Min. 0,05 mg 0,1 mg 0,2 mg 
a : — yegen | 
5 9 4 4 te klart. 
10 12 6 | 6 20 59 nichst 
16 | 16 12 13 33 90 M88 
rdrov 
0 19 24 20 42 110 ie 
2 J aktive 
25 ~ -- 28 50 128 
wesenl 
€ 9 K 4 4 re € ; 
30 23 50 35 56 143 vering’ 
97 ¢ ? . 
40 27 84 PO | 268°) BD estern 
Ir 
Kapitel II. 
sogar 
» Hexahydrocozymase“* als umphosphorylierendes Co-Ferment. coitetie 


Aus theoretischen Griinden war es interessant zu wissen, wie sich § Das is 
die véllig hydrierte Co® ymase in unserem System verhalt. Denn durch § Na-ha 
Hydrierung des Nicotinsiureamids wird nach Warburg und Christian weiter 
eine Phosphorsaurevatenz frei gesetzt, so daB an dieser Stelle eine inter- § siure, 
mediadre Phosphataufnahme leichter méglich erscheint. Schon Euler §{vgl. . 
hatte untersucht, ob Dihydrocozymase vorwiegend an der Umesterung 
beteiligt sein kénnte'. Da Dihydrocozymase sich mit Cozymase ins 
Gleichgewicht setzt und quantitative Untersuchungen dadurch er- § a yeini 
schwert, erscheint die stabile Hexahydrocozymase geeigneter. Sie dialysi 
wurde mit Platin als Katalysator in Wasserstoffatmosphare aus reiner 
Cozymase, ohne Zugabe einer Puffermischung hergestellt. Es wird 
dann etwas mehr Wasserstoff (pro 1 mg Trockensubstanz 113 emm H, 
statt 101 ecmm H,) aufgenommen; sie kann aber nach Abfiltrieren des 
Platins mit Alkohol aschefrei ausgefallt werden. Im Garversuch war 


Tabell 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, 217, 1936. 
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sie vollstandig unwirksam. Ihr Reinheitsgrad ergibt sich aus folgender 
Analyse: 
; Mol.-Gew. 669; P ber. 9,24%, gef. 9.4%: 
NH,-N ,, 2,09%, ,, 214% 

P kolorimetrisch bestimmt, Amino-N mikroanalytisch nach van Slyke). 
Die Hydrolysenkurven von Cozymase und Hexahydrocozymase in 
a HCl nach Lohmann sind in Abb.3 wiedergegeben. Die Aktivitat 
im Umesterungsversuch ergibt sich aus Tabelle [V und V. Da sich die 
Molekulargewichte wie 2:1 verhalten, kommt Hexahydrocozymase 
iquivalenten Mengen der Adenylsaure gleich. Dieser Umstand kénnte 
daran denken lassen, daB Cozymase die Umesterung in der Dihydrostufe 
herbeifiihrt ; da diese nach Tabelle IT 

5 700 Vv. 
m etwa 45°, neben der oxydierten % ae 
stufe vorhanden ist, ware dann pe Sek Sees ae aa —T 
die Unterlegenheit der Cozymase 
gegen Adenylsaure einigermafien er- gy 
klart. Es bleibt aber, wie aus dem 
nichsten Kapitel hervorgeht, der — y\_ 
Unterschied, daB auch die Hexa- 
hydrocozymase, ebenso wie die yg 
aktive Cozymase, sich in Ab- 
wesenheit von Glucose nurmehr 
yeringfiigig mit Phosphorsaure auf- 

















0 1 2 = * a ie 7 Std 8 


Abb. 3. Hydrolysenkurven von Cozymase 


estern laBt. und Hexahydrocozymase. Ordinate: Ab- 

Ve gespaltene Phosphorsiiure in °/). Abszisse: 

In manchen Anordnungen ist Zeit in Stunden. 4 mg Substanz in 2 ccm 
sogar Cozvmase und Hexahydro- n HCl bei 100° hydrolysiert. 


1. @—® Cozymase, 


cozymase der Adenylsaure iiberlegen. 
¢ . Il. O——(C) Hexahydrocozymase. 


Das ist dann der Fall, wenn zu einem 

Na-haltigen Mazerationssaft, der gegen 2°, kal dialysiert ist, noch 
weiteres KCl zugegeben wird. Dies hemmt die l mesterung mit Adenyl- 
siure, aber nicht diejenige von Cozymase und Hexahydrocozymase 


(vgl. Abb. 4). 


Tabelle IV. Umphosphorylierung von Phosphoglycerinsaéure auf 
Glucose. 

Alleiniges Kation NH, (auBerMg). Ansatz 0,4cem 15 Stunden gegen Wasser 
dialysiert. Mazerationssaft m/300 Phosphat, Phosphoglycerinséure mit 
I mg P,O;, 3 mg Glucose und 50 » Mg auf 1 ccm. 





emm CQO, mit Co-Ferment 





Zeit Bihacnihadienrisonnennstied 
b 4 , ay sl. Wy 
Min. 0 r —* cuales 607 CzaH, Sy CzH, 
3 1 23 32 30 39 
6 3 173 193 139 176 


9 4 268 318 242 268 








346 P. Ohlmeyer u. 8S. Ochoa: 


Tabelle V. Umphosphorylierung von Phosphobrenztraubensa tire 


auf Glucose bei Gegenwart von Na mit und ohne Mn. 


Ansatz 0,4cem Mazerationssaft 15 Stunden gegen 2°, KCl dialysiecut, 
m/300 Phosphat (Na, K’), Phosphobrenztraubensiure mit Img P,0,, 


50 7 Mg, 3mg Glucose auf 1 ccm. 





emm CO» 


ohne Mn 3y Mn . 


40 y Adenyl 10y Adenyl- 20 y Adenyl- 
: - 80 7 : = 


i ‘ 207 CzH, 407 CzH 
siure sdure siure ‘ Te u 6 


13 6 12 
193 10 112 
265 100 260 
280 211 286 
292 249 300 





Abb. 4. Hemmung von Adenylsiiure, Steigerung 
von Cozymase durch KCl. 
Ordinate: cem CO, aus Phosphoglycerinsiure 
Abszisse: Zeit in Minuten. Ansatz wie zu Abb. 1. 
1. @—@ mit 50; Adenylsiure, 
Il. @—@® ., 1007 Cozymase, 
Mla Ha! Ill. A——A ,, 100 y Hexahydrocozymase, 
' la. O——O  ,, 50 y Adenylsiure, 
Ila. j—O ,, +100 y Cozymase, 
lla. A——a ,, 1007 Hexahydro- { 22 ™@ K 
’ ? ; : 
pose | als KCI. 


Hexahydrocozymase bleibt nahezu unbeeinfluBt. 


und 








J 
20 30 Min. 


Kapitel IV. Umphosphorylierung der Co-Fermente in Abwesenheit von 
Glucose. 

Wahrend die Umesterung des Phosphats von Phosphobrenztrauben- 
siure auf Glucose, wie gezeigt, mit Adenylsiure und Cozymase unter 
optimalen Bedingungen nahezu gleich gut gelingt, tritt eine quantitative 
Aufesterung zum Pyrophosphat nur bei Adenylsaure ein, von Cozymase 
und Hexahydrocozymase erst nach Alkalibehandlung. Hiermit geht 
die Aufspaltung der Phosphobrenztraubensaure (Phosphoglycerinsaure 
in Abwesenheit von Glucose einigermafen parallel. Eine derartige 
Versuchsreihe, wo die Aufspaltung wieder an der gebildeten Kohlen- 
siure gemessen wird, ist in Abb. 5 wiedergegeben. Sie zeigt, daB in 
diesem Falle Mangan ohne Einflu® ist. Genauer ist es aber, die Phospho- 
rylierung direkt zu bestimmen. Das ist z. B. in dem Versuch Tabelle V| 
mit Mazerationssaft der Fall, wo an Stelle von Glucose aquivalente 
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Tabelle VI. Umphosphorylierung von Phosphobrenztraubensaure 
mit Adenylséiure und Cozymase im Mazerationssaft. 
2ccm Mazerationssaft, 17 Stunden gegen Wasser dialysiert, 2mg P.O, 
Phosphobrenztraubensdure und 0,6 mg P,O; Hexosediphosphat. 8 . 10-% mol. 
NaF, 100 y Mg, als sonstiges alleiniges lon NH 4. Zusaitze Adenylsaure mit 
1.2mg P,O;, 12 mg Cozymase, enthaltend 1,2 mg gebundenes Adenylsaure- 
P,O;, 24mg Cozymase, enthaltend 2,4 mg gebundenes Adenylséure-P,O,. 
Gesamtvolumen 3 cem. 





> . . gtr: “ej yp ial ‘ P 
gee aenne 3 in mg Ps Os 7’-P, 0; gebildet mit 
vei Zusatz 
: Cozymase Cozymase Cozymase Cozymase 

Adenvisaure y 9 * . 
A - ea ai (12mg (2,.4mg Adenylsiure (1,2mg (2,4 mg 
P,P ) Adenylsiure- Adenylsiure- (1,2mg P.0;)) Adenylsiure- Adenylsiure- 

2*5 P,O;) Py Os) Py Os) Py Os) 


0 2,0 2,0 2,0 0) 0 0 

20 - 1,2 1,2 0,93 0,2 0,25 

Mengen von Adenylsaure und Cozymase zur Umphosphorylierung der 
Phosphobrenztraubensdure benutzt sind. Zwar sind hier auch durch 
Adenylsaiure nur etwa 40°, der stéchiometrischen Phosphataufnahme 
erreicht worden (bzw. 45°, von der vorgelegten Phosphobrenztrauben- 
siure), indessen ist bei iquivalenten Mengen Cozymase viel weniger, 
namlich nur 6 bis 12°, mit Phosphorsiure aufgeestert. Dasselbe ergibt 
sich mit Muskelextrakt, wo auch Hexahydrocozymase gepriift wurde. 
Hier ist die Phosphorylierung der Adenylséure nahezu quantitativ. Es 
besteht kein Unterschied zwischen Na’ und NH,. Tabelle VII zeigt, dab 
12 mg von beiden Pyridinnucleotiden gegen 0,2 mg leicht hydrolysierbares 
P,O; aufgenommen haben. Denkt man sich dies als Pyrophosphat des 
Adenylsiurebausteins, so waren folglich gegen 10°, davon, d. h. etwa 
| mg Cozymase von 12 aufgeestert worden. Ein héherer Betrag wird aber 
auch nicht bei gréBerer Cozymasekonzentration (und ungefahr gleicher 
Phosphobrenztraubenséuremenge) gefunden, wie die Versuche in Ta- 
belle VI und VIII zeigen. Bei sehr viel kleinerer Cozymasekonzentration 
ist dagegen die Aufesterung deutlich geringer (vgl. Tabelle VIII). 


Tabelle VII. Umphosphorylierung von Phosphobrenztraubensaéure 
mit Adenylsaiure, Cozymase und Hexahydrocozymase im Muskel- 
extrakt. 
2ecem Extrakt, 15 Stunden dialysiert, 2,6 mg P,O,; Phosphobrenztrauben- 
siure, 100» Mg, Adenylsiiure mit 1,2 mg P,O;, Cozymase (12 mg) mit 
1,2 mg Adenylsiiure-P,O;, Hexahydrocozymase (12 mg) mit 1,2 mg Adenyl- 
siure-P,O;. SchluBwerte nach 90 Sekunden. 





mg P.O; Phosphobrenztraubensiinure Pyro-P. 05 


Kation |i mit Adanv). : : . i : 
mit Adenyl mit mit CzH, mit Adenyl mit 


: ‘ . . it Cz 
saéure Cozymase , siure Cozymase sce ze 


0,32 1,84 1.9 1,78 0,21 0,18 
i 1,74 0,24 0,17 
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Tabelle VIII. Umphosphorylierung von Phosphobrenztrauben. 
siure mit Adenylsiure und Cozymase. 
2 cem 15 Stunden dialysierter Muskelextrakt. 100 » Mg, 3 mg P,O,-Phos; 


brenztraubensaure, mit Zusitzen auf 2,8ccem. SchluBwerte nach 90 Sekunden. 





Adenylsiure, 
Adenylsiure- 
905 


Phosphobrenz- 
traubensiure 
mg P,05 


Cozymase Darin Adenyl- 


j mg Pyro-P,() 
in mg Substanz siure-P, O, 


gebildet 


$2 0,79 1,97 
- 0,03 

0,11 

0,17 

0,15 





Abb. 5. Aufspaltung von Phosphobrenz- 
traubensiiure (ohne Glucose) mit Adeny!- 
siure, Cozymase und Hexahydrocozymas 
Ordinate: emm CO, aus  Phosphobrenz- 
traubensiure. Abszisse: Zeit in Minuten. 
Ansatz: 20mg Apozymase, Hexosediphosphat 
mit 0,6mg P,O;, m/150 Phosphat (Na, K, 
PH 6,5), 50 7 Mg, Phosphobrenztrauben- 
siiure mit 1,6 mg P,O,;. Zusiitze von 84.10 -¢ 
mol. Co-Ferment (83mg Ad, 6mg Cz bzw 
Hexahydrocozymase) auf 1 cem. 


I. @—-@ kein Zusatz, 

la. € > mit 20 y Mn, 

ll. @ @ ,, Adenylsiiure, 

IIa. 0 . i und 20 7» Mn 
same \ A ; Cozymase, 

Illa. 1—a< ,, i und 20 y Mn, 

. aa—e ,, Hexahydrocozymase, 

ya, O——O » und 207 Mn 


ey . x alkaliinaktivierter Co- 





zymase, 
nal alkaliinaktivierter Hexa- 
hydroeozymase. 








20 30 Min 


. 


‘Zum SchluB sei erwahnt, da nach orientierenden Versuchen die 
Umphosphorylierung von Phosphobrenztraubensdiure auf Kreatin in 
15 Stunden dialysiertem Muskelextrakt ebenfalls mittels reiner Cozymase 
erfolgen kann, wobei diese in Gegenwart von NH, etwa ein Sechstel der 
Wirkungsstirke von Adenylsaure hat. Hierbei wird die Garwirksamkeit 
um weniger als 6%, herabgesetzt. Das Verhaltnis von Dihydrocozymase 
: Cozymase-ergibt sich unter diesen Umstanden zu 1 : 10 gegeniiber 4 : 10 
im Mazerationssaft, was in ahnlicher Weise wie dort als Argument 
dafiir dienen kann, daB Dihydrocozymase fiir die Bildung des um- 
phosphorylierenden Co-Ferments verantwortlich ist. 


Diskussion. 


Gegen die in unserer vorliufigen Mitteilung gemachten Angaben, 
die sich hauptsachlich auf die Aktivierung der Umphosphorylierung 
durch Mn bezogen, haben Euler und Mitarbeiter Einwande erhoben, die 
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uns schwer verstandlich sind'. Die Autoren priiften eine Reihe von 
Systemen, bei denen keine Phosphatiibertragung durch das Adenyl- 
siuresystem vorliegt, sondern eine Umphosphorylierung mit diesem 
und nachtragliche Abspaltung anorganischer Phosphorsiure, so die 
_,Mineralisierung*‘ von Phosphoglycerinséure und von Kreatinphosphor- 
siure im Muskelextrakt, sowie die Aufspaltung von Phosphobrenz- 
traubensaure im Mazerationssaft in Abwesenheit von Glucose. Sie finden, 
das Mn hier keine Wirkung hat, was von uns auch nicht angegeben war. 
Insbesondere war in unserer Mitteilung schon hervorgehoben, dab 
Gegenwart von Mn keine nachweisbare Bildung von Cozymase-Pyro- 
phosphat bewirkt. Die weitere Angabe von uns, daB Manganzusatz 
die Milchsaurebildung aus Glykogen in dialysiertem Muskelextrakt 
in Gegenwart kleiner Cozymasemengen hervorrufen kénnte‘‘, wird 
von den Autoren unrichtig dahin wiedergegeben, daB die Milchsaure- 
bildung aus Glykogen durch Cozymase allein ausgelést werden kénnte, 
und dies dann von ihnen bestritten. In Wirklichkeit finden sich in 
ihrer Arbeit jedoch keine Versuche, die mit unseren Angaben und 
Befunden in Widerspruch stehen wiirden. 


Der Mechanismus der Umesterung iiber Cozymase ist von der 
Reaktionsweise des Adenylsdéuresystems insofern verschieden, ais die 
Umphosphorylierung bei der ersteren nur bis etwa 10°, der vorhandenen 
Cozymase betraigt und dabei die Aktivitat derjenigen von Adenylsdure 
gleichkommen kann. Die Bildung dieses ,,Pyrophosphats tibersteigt 
deutlich die Fehlergrenze der Bestimmung. Weniger sicher aber ist es, 
ob nicht der dafiir nétige Betrag aus Cozymasezerfallsprodukten her- 
riihren kénnte. Wir glauben dies allerdings nicht, sondern sind geneigt, 
ihn fiir das Bestehen eines Gleichgewichts: Phosphobrenztraubensaure 
+ Cozymase — Brenztraubensaure -+- Cozymasephosphat in Anspruch 
zu nehmen, das dann weit nach links verschoben sein wiirde*. Die geringe 
Aufesterung der Cozymase an sich ist keinesfalls ein Grund, diese 
Méglichkeit abzulehnen. In der vorangehenden Arbeit von Meyerhof, 
Schulz und Schuster, wo Cozymase in Gegenwart diquivalenter Mengen 
von Adenosindiphosphat hydriert wird, ist die gleichzeitig vor sich 
gehende Phosphorylierung des Adenosindiphosphats ebenfalls kaum 
nachweisbar, und doch zeigt sich bei Zusatz von Glucose, das das 
Phosphat hier auf dem Wege der Phosphorylierung von Adenosin- 
diphosphat iibertragen wurde. 


Die Wirkung des Mn” ist in den vorliegenden Fallen an der Auf- 
hebung der Na -Hemmung erkannt worden. Es ist aber nicht ausge- 
schlossen, daB sich die Aktivierung der Phosphatiibertragung durch Mn 


1 H.v. Euler, E. Adler, G. Giinther u. R. Vestin, Zeitschr. f. phys. Chem. 
247, 127, 1937. 2 Dieser Gedanke ist auch von Euler ventiliert worden. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 246, 83, 1937, insbesondere S. 97. 
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auch in anderer Weise wird demonstrieren lassen. Es ist schon in ‘er 
vorlaufigen Mitteilung erwahnt, daB die Milchsdéurebildung in dialysier. 
tem Muskelextrakt aus zugesetztem Glykogen durch Mn (15 y auf 2 com 
in Gegenwart von Co-Ferment erheblich gesteigert wird. Dies geschic!) 
sowohl in Fallen, wo nur Adenylpyrophosphat, wie auch in Fallen, 
wo nur Cozymase oder wo beides gleichzeitig zugesetzt wird, so da 
Spuren des jeweils nicht hinzugefiigten Co-Ferments im Extrakt 
zurtickgeblieben sein diirften. Infolgedessen laBt sich bisher nicht 
entscheiden, ob hier der Mn-Effekt auf das freie Adenylsiuresystem 
oder auf die Cozymase zu beziehen ist. In 1 kg frischem Muskel finden 
sich etwa 0,3 mg Mangan. 

Bei der Phosphatiibertragung von Phosphobrenztraubensaure auf 
Glucose mit Hilfe des Negeleinschen A-Proteins kann, soweit  bisher 
festgestellt, die Cozymase das freie Adenylsiuresystem nicht ersetzen, 
auch nicht in Gegenwart von Mn. Es bedarf naherer Untersuchung, 
ob die Phosphatiibertragung durch Cozymase an ein besonderes, im 
A-Protein fehlendes FermenteiweiB gekniipft ist, oder ob andere Faktoren 
fiir den Unterschied verantwortliclt sind. Andererseits ist die Phosphat- 
iibertragung durch intakte Cozymase zu unterscheiden von dem irre- 
versiblen Zerfall, der in kurz dialysiertem (90') Mazerationssaft und 
ebenso im Muskelextrakt eintritt. In diesem Falle sind die Spaltprodukte 
zu Aufesterung mit Phosphat in ahnlichem Umfang befahigt, wie alkali- 


inaktivierte Cozymase, und die Garwirksamkeit nimmt um denselben 


Betrag ab. 
Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, dais reine Cozymase in physiologischem [onen- 
milieu imstande ist, die Umesterung des Phosphats von Phosphobrenz- 
traubensiure auf Glucose zu katalysieren, ohne dabei mehr als 5°, 
ihrer Wirksamkeit im Garversuch zu verlieren. Sie besitzt als um- 
phosphorylierendes Co-Ferment die halbe Aktivitaét der Adenylsiure: 
vollstindig hydrierte Cozymase (CzH,) kommt der Adenylsaure gleich. 

Bei der Phosphatiibertragung tiber beide Co-Fermente bewirkt Na 
eine Hemmung, die bei Cozymase gréBer als bei Adenylsdure ist und 
durch Spuren von Mn’ wieder riickgingig gemacht werden kann. In 
Gegenwart von K’ oder NH, als aktivem Ion wird auch ohne Mn die 
rascheste Umphosphorylierung erreicht. Andererseits wird Cozymase 
in Abwesenheit von Glucose durch Phosphobrenztraubenséure nur 
geringfiigig, héchstens bis zu 10°, phosphoryliert. Trotzdem diirfte 
aber die Phosphatiibertragung auf eine Phosphorylierung, die viel- 
leicht einem Gleichgewicht unterliegt, zuriickzufiihren sein. 
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Diphosphopyridinproteid 
Alkohol, Acetaldehyd. 


Von 
Erwin Negelein und Hans-Joachim Wulff. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 3. August 1937.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 
Die ‘chemische Reaktion, durch die der Athylalkohol bei der 
alkoholischen Garung entsteht, 


Dihydropyridin + Acetaldehyd <> Pyridin + Athylalkohol, 


wird durch ein dissoziierendes Proteid! bewirkt, dessen prosthetische 
Gruppe Diphosphopyridinnucleotid? ist. 

In dieser Arbeit, die wir auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg 
unternommen haben, werden wir zuniichst beschreiben, wie wir die 
EiweiBkomponente des Proteids (aus Hefe) isoliert haben*. Dann 
werden wir zeigen, wie wir die Geschwindigkeitskonstanten der Proteid- 
reaktionen und die Festigkeit gemessen haben, mit der Nucleotid und 
Eiwei8 in dem Proteid verbunden sind. 

Es zeigte sich hierbei, da das hydrierte und das nichthydrierte 
Diphosphopyridinnucleotid verschieden fest von dem Eiwei8 gebunden 
werden*. Die Nucleotidkonzentration, bei der die Halfte des Proteids 
in Nucleotid und Eiweif nach der Gleichung 

Proteid <> Nucleotid + Eiweib 
dissoziiert ist, betrigt fiir das hydrierte Pyridin 3.10-° und fiir das 
nichthydrierte Pyridin 9 . 10-5 Mole/Liter. Das hydrierte Diphospho- 
pyridinnucleotid ist also dreimal so fest an das Eiweif gebunden wie 
das nichthydrierte Diphosphopyridinnucleotid. 

Im Falle des friiher untersuchten Triphosphopyridinproteids ® ist 
das Proteid bei einer Nucleotidkonzentration von 1 . 10~° Mole Liter 
und 38° zur Halfte in Nucleotid und Eiweif dissoziiert. Das hydrierte 
und das nichthydrierte Pyridinnucleotid sind in diesem Falle gleich 
fest an das Protein gebunden. 

Fiir kleine Konzentrationen an Acetaldehyd bzw. Alkohol sind die 
Reaktionsgeschwindigkeiten proportional der Acetaldehyd- bzw. der 


1 Zur Nomenklatur vgl. Otto Warburg, Ergebn. d. Enzymforsch. Bd. 7, 
1937. —- 2 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 285, 156, 1936; 286, 
81, 1936; Helv. Chim. Acta 19, E 79, 1936; diese Zeitschr. 287, 291, 1936. 

’ BE. Negelein u. H. J. Wuljf, ebenda 289, 436, 1937. —- 4 Dieselben, ebenda 
290, 445, 1937. — ° EB. Negelein u. FE. Haas, ebenda 282, 206, 1935. 
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Alkoholkonzentration. Unter diesen Bedingungen ist die Geschwindiv. 
keitskonstante fiir die Reduktion des Acetaldehyds 140mal so groj 
wie die Geschwindigkeitskonstante fiir die Oxydation des Alkohols. 

Bei gréBeren Konzentrationen an Acetaldehyd bzw. Alkoho| 
erreicht die Reaktionsgeschwindigkeit des Proteids einen Endwert. 
der dann unabhangig von der Konzentration des Acetaldehyds bzw. 
des Alkohols ist. Dann ist die Geschwindigkeitskonstante fiir die De. 
hydrierung des Dihydropyridins nur 1,7 mal so groB wie die Geschwin- 
digkeitskonstante fiir die Hydrierung des Pyridins. 

Nehmen wir vorlaufig an, daB das Molekulargewicht des Proteics 
70000 betragt, so bringt ein EiweiBmolekiil bei groBer Acétaldehyd- 
konzentration pro Minute 28500 Molekiile Dihydropyridin mit Acet- 
aldehyd und bei groBer Alkoholkonzentration 17000 Molekiile Pyridin 
mit Alkohol zur Reaktion. 

Im Gleichgewichtszustand liegt die Halfte des nicht am Eiweif 
gebundenen Pyridinnucleotids hydriert vor, wenn die Alkohol- 
konzentration das 1350fache der Acetaldehydkonzentration betragt. 


~ 


Inhaltsiibersicht. 


1. Darstellung und Eigenschaften des Proteins. 


I. Test zur Bestimmung des Proteins. II. Darstellung des kristallisierten 
Proteins. III. Analyse. IV. Absorptionsspektrum. V. Sonstige Eigen- 


schaften des Proteins. 


2. Wirkungsweise des Proteins. 


I. Versuchsanordnung. II. Hydriergeschwindigkeit. Einflu8 der 
Proteinkonzentration. Einflu8 der Gesamtkonzentration des Diphospho- 
pyridinnucleotids. Variation der Semicarbazidkonzentration. EinfluB von 
zugesetztem, hydriertem Diphosphopyridinnucleotid. III. Theorie der 
Hydrierung und Dehydrierung. IV. Priifung der Theorie. Berechnung 
der Dissoziationskonstanten. Berechnung von k (Reaktionskonstante der 
Hydrierung). V. EinfluB der Alkoholkonzentration auf die Hydriergeschwin- 
digkeit. VI. Dehydriergeschwindigkeit. VII. Uber die Bindung des 
Alkohols und des Acetaldehyds an das Protein. VIII. Gleichgewichts 
zustand, IX. Darstellung von hydriertem Diphosphopyridinnucleotid. 
X. Reaktionen des Proteins mit Diphosphopyridinnucleotid. XI. Mano- 
metrischer Test zur Bestimmung von  Diphosphopyridinnucleotid. 
XII. Protokolle. 


1. Darstellung und Eigenschaften des Proteins. 


I. Test zur Bestimmung des Proteins. 


Zur Bestimmung des Proteins hatten wir friiher den mano- 
metrischen Gartest nach Warburg und Christian! angewendet. Spater 
benutzten wir die Umkehrung der biologischen Reaktion und bestimmten 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 287, 291, 1936. 
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manometrisch die ebenfalls von der Proteinkonzentration abhangige 
Geschwindigkeit, mit der Diphosphopyridinnucleotid durch Alkohol 
hydriert wird. Das hierbei entstehende Dihydropyridin wird durch 
velbes Ferment und Sauerstoff reoxydiert. Die Reaktionsfolge ist 
age Protei 
Alkohol -++- Pyridin ee 
Dihydropyridin + gelbes Ferment 
~> Pyridin + hydriertes gelbes Ferment, (2) 


> Acetaldehyd + Dihydropyridin, (1) 


hydriertes gelbes Ferment + Sauerstoff 
— gelbes Ferment -+ Wasserstoffperoxyd. (3) 


Um die Umkehrung der ersten Reaktion auszuschalten, entfernen 
wir aus der Lésung den Acetaldehyd durch Bindung an Semicarbazid. 
Da die zweite Reaktion ein relativ langsam verlaufender Vorgang? ist, 
ist es notwendig, die Konzentration des Pyridinnucleotids und des 
gelben Ferments méglichst groB und die Konzentration des Proteins 
klein zu wahlen, damit die Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs 
von der ersten Reaktion, d. h. von der Proteinkonzentration abhangig 
wird. Wir verwendeten das nach Warburg und Christian? dargestellte 
gelbe Ferment, das noch so viel Hefegummi enthalt, da die Zugabe 
eines Komplexbildners fiir hemmende Schwermetalle (vgl. Abschnitt V) 
nicht mehr erforderlich ist. Es ist jedoch zu beachten, daB man zu 


der verdiinnten Stammlésung des Proteins zweckmabig immer 0,1 % 
Glykokoll zusetzt, um eine Inaktivierung des Proteins vor dem Versuch 
zu vermeiden. 


Fiir die manometrische Bestimmung werden kegelférmige Versuchs- 
gefaBe verwendet, die wir wie folgt beschicken: 

Hauptraum: 1,0cem Wasser, 1,0ccm 0,15 mol. Pyrophosphatpuffer- 
lésung (1 Liter enthalt 67 g Na,P,0,.10H,O und 100cem norm. HCl), 
0,3cem 0,1 mol. Semicarbazidlésung (1,12 g Semicarbazid-Hydrochlorid in 
100 cem n/10 NaOH gelést), 0,3 com 4.10°° mol. Lésung von gelbem 
Ferment, 0,1 cem Alkohoi und 0,l1.cem der zu priifenden Proteinlésung, 
die so viel Protein enthalten soll, daB in 30 Minuten 20 bis 35 cmm Sauer- 
stoff verbraucht werden. 

Anhang: 0,40 mg neutralisiertes Diphosphopyridinnucleotid, gelést in 
0,2 cem Wasser. 

Gasraum: Reiner Sauerstoff. 

Volumen der Versuchslésung: 3,0 cem, py 7,9, Versuchstemperatur 20°. 


Nachdem die Gefaife 5 Minuten im Thermostaten geschiittelt 
worden sind, wird das Pyridinnucleotid aus den Anhangen in die Haupt- 
riume tibergespiilt. Nach weiteren 5 Minuten wird der Nullpunkt 
abgelesen. Aus dem oben angefiihrten Grunde sind die Ausschlage 


1 FE. Haas, diese Zeitschr. 290, 291, 1937. — 20. Warburg u. W. Christian, 
ebenda 266, 377, 1933. 
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nicht proportional den Proteinkonzentrationen. Wir fanden fiir dre; 
verschiedene Konzentrationen des reinen Proteins folgende Menvey 
an verbrauchtem Sauerstoff: 





In 3e¢em 


0,32. 10-3 mg 0,64. 10-3 mg 1,28 . 10-3 m 
Versuchslisung 


> ae ae 
Kein Protein Protein Protein Protein yeku 
ausg 


Nach 10Min. 0 cmm O, 8,.lemm O, — 13,7emm Oy 16,4emm 0 der 


~ OD» 10 » O |—bS . 01-89 . O,/-815 . 0, B, 
» 0 , | 0 . O/—BS , 1-878. O,|—460 , 0, Luge 
abze 
In Abb. 1 ist die Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs als tro! 
Funktion der im Versuchstrog befindlichen reinen Proteinmenge an \ 
graphisch dargestellt. Der Reinheitsgrad eines unbekannten Protein- 
praparats wird bestimmt, indem wir eine Menge m des Praparats in 2.8 
den Versuchstrog bringen, den Sauerstoff. Was 
verbrauch in 30 Minuten messen und aus der wor 
Kurve (Abb. 1) die Menge m, an reinem Pro- Am 
tein ablesen. m,/m ist der Reinheitsgrad. sulf 
Die Wirksamkeit des Proteins kann auBer- aba 
dem direkt durch Messung der Hydrier- schl 
geschwindigkeit von Diphosphopyridinnucleotid bet 
mit der lichtelektrischen Methode bestimmt wal 
werden (vgl. 2. Teil: Abschn. IT). Der 
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IT. Darstellung des kristallisierten Proteins. wie 
0 2 04 06 08 10 12440? Das Protein wurde aus Lebedew-Saft von sult 
Froteinmenge — [mg] untergariger Bierhefe gewonnen. Fiir diesen fug 
resents yong bn Zweck haben wir den Lebedew-Saft folgender- Nie 
der Proteinmenge. maBen dargestellt: In 10 Liter Wasser von 35° Los 
wurden unter Riihren’5 kg Trockenhefe ein- nac 
getragen. Der Hefebrei wurde bei 35 bis 36° 2 Stunden geriihrt, vol 
dann mit 5 Liter Wasser verdiinnt, 1/, Stunde weiter geriihrt und dann als 
scharf zentrifugiert. Aus 28 kg Trockenhefe erhielten wir 44,4 Liter bet 
Lebedew-Saft. leem des Lebedew-Saftes enthielt 142 mg Trockensub- 
stanz und davon 0,92 mg wirksames Protein. Der Reinheitsgrad war tei 
also 0,0065. flu 
1. Schritt: Erwérmung auf 55°. Der zentrifugierte Lebedew-Saft An 
wurde in einem Wasserbad méglichst schnell unter Riihren auf 55 §& i 
bis 56° erwarmt und 15 Minuten bei dieser Temperatur gehalten. Dann 
wurde die Lésung abgekiihlt und das ausgefallene denaturierte Eiweil; 
abzentrifugiert und verworfen. Die itiberstehende Lésung enthielt 
das wirksame Protein. Von 44,4 Liter Lebedew-Saft erhielten wir 
35,7 Liter Lésung. 1 cem der Lésung enthielt 110 mg Trockensubstanz 
und davon 0,86 mg wirksames Protein. Der Reinheitsgrad war 0,0075. 
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Die Wirksamkeit der Lésung hatte durch das Erwairmen nur 7°, ab- 


cenommen. Der Verlust an wirksamem Protein betrug im 1]. Schritt 
Sh haa 
2. Schritt: Fraktionierte Fdllung mit Aceton. Zu 35,7 Liter der ab- 
vekiihlten Lésung wurden 19,2 Liter kaltes Aceton gegeben. Der hierbei 
ausgefallene Niederschlag wurde abzentrifugiert und verworfen. Aus 
der tiberstehenden Lésung wurde das wirksame Protein durch weitere 
Zugabe von 16,5 Liter Aceton kalt gefallt. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert und im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsdure ge- 
trocknet. Gewicht: 628 g. Der Reinheitsgrad war 0,022. Der Verlust 
an wirksamem Protein betrug im 2. Schritt 55%. 

3. Schritt: Fadllung mit Ammoniumsulfat. 628g der nach dem 
2. Schritt gewonnenen Trockensubstanz wurden mit 5 Liter kaltem 
Wasser verrieben. Der unldsliche Teil wurde abzentrifugiert und ver- 
worfen. Zu 4870 ccm der iiberstehenden Lésung wurden 1930 g festes 
Ammoniumsulfat gegeben, so daB die Lésung in bezug auf Ammonium- 
sulfat 0,62fach gesattigt war. Der ausgefallene Niederschlag wurde 
abzentrifugiert und die iiberstehende Lésung verworfen. Der Nieder- 
schlag wurde mit 1 Liter Wasser gelést. Das Volumen der Lésung 
betrug 1760 com. Der Sattigungsgrad in bezug auf Ammoniumsulfat 
war dann 0,27. 1 cem der Lésung enthielt 6,5 mg wirksames Protein. 
Der Verlust bei der ersten Fallung mit Ammoniumsulfat betrug 17%. 

Die Fallung des Proteins wurde mit weniger Ammoniumsulfat 
wiederholt. Zu 1760 cem der Lésung wurden 248 g festes Ammonium- 
sulfat gegeben, so daB der Sattigungsgrad 0,50 war. Nach dem Zentri- 
fugieren wurde die iiberstehende Lésung wieder verworfen und der 
Niederschlag mit 700 ccm Wasser gelést. Die noch braun gefiarbte 
Lésung hatte ein Volumen von 820 ccm. 1 ccm der Lésung enthielt 
nach Abzug des noch gelésten Ammoniumsulfats 47 mg Trockensubstanz, 
von der 12,9 mg wirksames Protein waren. Der Reinheitsgrad war 
also 0,28. Der Verlust bei der zweiten Fallung mit Ammoniumsulfat 
betrug nur 7%. 

4. Schritt : Erste Fallung mit Alkohol. Die Fallung des wirksamen Pro- 
teins mit Alkohol wird durch gleichzeitig vorhandene Salze stark beein- 
fluBt. Man hat deshalb darauf zu achten, daB die Lésung nicht zuviel 
Ammoniumsulfat enthalt. Nach dem 3. Schritt war die Eiweiblésung 
in bezug auf Ammoniumsulfat 0,24 mol. 820 cem der Lésung wurden 
mit 2460 ccm kaltem Wasser verdiinnt. Zu der verdiinnten Lésung 
wurden 820 cem 0,2 mol. Acetatpufferlésung py 5,0 (290 cem 0,2 mol. 
Essigsiure + 710 ccm 0,2 mol. Natriumacetatlésung) gegeben. Die 
Lésung war dann in bezug auf Ammoniumsulfat 0,048 mol., in bezug 
auf Acetat 0,04 mol. 1 ccm enthielt 2,6 mg wirksames Protein. Zu 
4100 cem der verdiinnten Proteinlésung wurden unter Rihren im 
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Kisbad 8200 ccm gekihlter, 96°%,iger Alkohol gegeben.  Alkoliol. 
konzentration: 64°. Dann wurde kurz zentrifugiert und die iiber. 
stehende Lésung verworfen. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde 
mit 3 Liter kaltem Wasser gelést und der unlésliche Teil abzentrifugiert 
und verworfen. Volumen der Lésung: 3200 cem. Die Lésung enthiecl 
nach Abzug von Ammoniumsulfat und Natriumacetat 3,36 mg Trocken- 
substanz pro ccm. Davon waren 1,70 mg wirksames Protein. [er 
Reinheitsgrad war 0,51. Der Verlust bei der ersten Fallung mit Alkoho| 
betrug 48%. 

Zweite Fdllung mit Alkohol: Zu 3200 com der EiweiBlésung, die 
noch etwa 6°, Alkohol enthielt, wurden 290 cem 0,2 mol. Acetatpuffer- 
lésung (wie oben) und unter Riihren im Eisbad 5250 cem gekiihlter 
96 °,iger Alkohol gegeben. Alkoholkonzentration: 60°. Der Nieder- 
schlag wurde kurz abzentrifugiert und mit 520 ccm Wasser gelést. 
Ein geringer, unléslicher Riickstand wurde abzentrifugiert und ver. 
worfen. Das Volumen der Lésung betrug 560 cem. 1 cem der Lésung 
enthielt 14,2 mg Trockensubstanz, davon waren 8,7 mg wirksames 
Protein. Der Reinheitsgrad war 0,61. Der Verlust bei der zweiten 
Fallung mit Alkohol betrug 11 %. 

Dritte Fallung mit Alkohol: Zu 560 com der EiweiBlésung, die noch 
etwa 5%, Alkohol enthielt, wurden 61 cem 0,2 mol. Acetatpufferlésung 
(wie oben) und unter Riihren im Eisbad 187 cem gekiihlter, 96 °,iger 
Alkohol gegeben. Alkoholkonzentration: 26°. Die Lésung mit dem 
Niederschlag blieb etwa 15 Stunden bei 0° stehen. Der Niederschlag 
muBte kalt abzentrifugiert werden, weil das Protein bei der geringeren 
Alkoholkonzentration beim Erwarmen leicht léslich wird. Der ab- 
zentrifugierte Niederschlag wurde im Vakuumexsikkator tiber Schwefel- 
siure und Kaliumhydroxyd bei 0° getrocknet. Gewicht: 4,7 g. Der 
Reinheitsgrad war 0,73. Die Ausbeute betrug 70 °%%. 

Zu der Mutterlauge, die 26°, Alkohol enthielt, wurden noch 
230 cem gekiihlter, 96 °,iger Alkohol gegeben. Die Alkoholkonzentration 
war dann 42%. Der hierbei ausgefallene Niederschlag wurde kalt 
abzentrifugiert und wie die Hauptmenge getrocknet. Gewicht: 1,09 g. 
Der Reinheitsgrad war 0,51. Die Menge an wirksamem Protein ent- 
sprach 11°, der Gesamtmenge. 

Beide Praparate wurden vereinigt. Gewicht: 5,8 g. Reinheitsgrad: 
0,69. Die Gesamtausbeute bei der dritten Fallung mit Alkohol betrug 
82%. 
5. Schritt: Kristallisation aus Ammoniumsulfatlisung. Das Protein 
kristallisiert aus ammoniumsulfathaltiger Lésung am besten bei 35 
bis 40°. 5,8 g¢ der nach dem 4. Schritt gewonnenen Trockensubstanz. 
die 4,0 g¢ wirksames Protein enthielten, wurden mit 450 ccm kaltem 
Wasser gelést. Die Lésung wurde klar zentrifugiert. Volumen der 
Lésung: 448 cem. Dazu wurden 92 cem gesittigte Ammoniumsulfat- 
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jisung gegeben, so daB die Lésung in bezug auf Ammoniumsulfat 
v1l7fach gesattigt war. Die Lésung wurde im Wasserbad auf 38° 
swarmt. Dann wurden sofort weitere 74 cem gesittigte Ammonium- 
sulfatlbsung zugegeben. Sattigungsgrad: 0,.27fach. Die Lésung_ blieb 
eine Stunde im Wasserbad bei 38° stehen, wobei sich die ersten 
kleinen Kristalle bildeten. Dann wurden im Verlauf von 1! , Stunden 
bei 38° allmahlich weitere 133 ccm gesattigte Ammoniumsulfatlésung 
qugesetzt, so daB der Sattigungsgrad auf 0.40 stieg. Die Lésung, 
die durch die ausgefallenen 
Proteinkristalle stark  ge- 
triibt war, blieb noch 
|! , Stunden bei 38° stehen. 
Dann hatte — sich — ein 
reichlicher Niederschlag 
von seidenglanzenden Kri- 
stallen abgeschieden, der, 
mikroskopisch betrachtet. 
fast frei von amorpher Bei- 
mischung war. 

Das Protein kristalli- 
siert in sehr diinnen Blatt- 
chen, die eine regelmabige 
sechseckige Form haben. ‘ 
Die Kristalle lagerten sich nial: Siaiabiiaieiii 
jedoch meist flach iiberein- 
ander, so daB ihre Form nur in vereinzelten Fallen erkennbar war. 
Meist erscheinen die Blattchen in senkrechter Stellung unter dem 
Mikroskop als feine Nadeln (s. Abb. 2). 


Die Kristalle wurden durch scharfes Zentrifugieren von der Mutter- 


lauge getrennt und in kaltem Wasser gelést. Das Volumen der Lésung 
betrug 44 ccm. Ein kleiner Teil der Kristalle blieb ungelést und léste 
sich erst bei der nachfolgenden Dialyse. In 1 cem waren 73,5 mg wirk- 
sames Protein enthalten. Die Ausbeute bei der Kristallisation betrug 
81%. 


Wir hatten ein Proteinpraparat, das nach dieser Methode dargestellt 
war, zweimal umkristallisiert. Die Wirksamkeit pro mg war nach der 
dritten Kristallisation unverandert geblieben. In den Kristallen liegt 
also das reine Protein vor. 


Dialyse und Trocknung. 
Die ammoniumsulfathaltige Lésung des Proteins wurde im Cello- 
phanschlauch 65 Stunden bei 0° gegen flieBendes. destilliertes Wasser 
dialysiert. Bei der Dialyse hatte sich ein geringer amorpher Niederschlag 
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von denaturiertem Protein gebildet, der abzentrifugiert und verwoy ‘ey 

wurde. Das Volumen der klar zentrifugierten Lésung betrug 50 © 1 

leom der Lésung enthielt 55,5 mg wirksames Protein. Der Ver! ist gest 
durch Dialyse und Zentrifugieren betrug 14°,, was hauptsichlich uf 250 


Volumenverluste zuriickzufiihren war. ban 


50 cem der reinen Proteinlésung wurden im Vakuumexsikkatoy 
itber Schwefelsiure und Kaliumhydroxyd bei (6° zur Trockne gebraciit 
Die Ausbeute betrug 2,79g Protein vom Reinheitsgrad 1. Bezogen 
auf Lebedew-Saft betrug die Ausbeute 7°,. Die Farbe des Proteins 
ist rein weib. Die Wirksamkeit hatte durch das Trocknen nicht ab. 
genommen. Das getrocknete Praparat wurde bei 6° tiber Calciumchlorid 
aufbewahrt. Die Wirksamkeit des Praparats war nach 4 Monaten 
unverandert. 

IIT. Analyse (von W. Liittgens). 

19,048 mg Substanz wurden im Hochvakuum bei 80° bis zur Konstanz 
getrocknet. Verlust 1,259 mg. Die Substanz enthielt also 6,6°, Wasser. 
Die folgenden analytischen Angaben beziehen sich auf die wasserfreie 
Substanz. 

4,191 mg: 8,091 mg CO,, 2,602 mg H,O; 52,65°, C, 695°, H. 

4,017... 7,795 mg CO,, 2,503 mg H,O; 52,92°, C, 6.97%, H. 

4.9388 ., 0,706cem N (754 mm, 20,0°); 16,52°, N. 

4,790 ., 0,690 cem N (754 mm, 21,5°); 16,56°,, N. 

19,55  ., 0,003 mg P (kolorimetrisch); 0,015°,, P. 

18,91 ». 1,710mg BaSO, (nach Carius); 1,24°, 8. 

19,98 ,,) 1.710mg BaSO, (nach Carus); 118°, 8. 

46,2 kein Halogen (nach Pregl). 

45,9 . kein Halogen (nach Carius). 

17,34 . wurden im Sauerstoffstrom gegliiht. Riickstand 0,075 mg; 
0,43°,, fast weiBe Asche. Probe mit Boraxperle deutete aut 
eine Spur Fe. 

18,62 0,0005 mg Fe (kolorimetrisch); 0,0027°, Fe. 

15,60 . kein Cu (kolorimetrisch). 


Im Mittel wurden gefunden: 


52,8% C, 6,96° H, 16,54° N, 1,21° 8S. 


Der Phosphorgehalt ist so gering, daB auf etwa 2.10°g¢ Protein 
1 g-Atom P kommt. Noch geringer ist der Eisengehalt; auf etwa 
2.10% ¢g Protein kommt 1 g-Atom Fe. Wir betrachten das gefundene 


Eisen als Verunreinigung. 


IV. Absorptionsspektrum, 


Wir haben das Absorptionsspektrum des Proteins zwischen 24() 
und 400 mu mit der Photozelle gemessen. Das Lésungsmittel war 
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0.05 mol. Pyrophosphat py 7.9. Die Konzentration des Proteins war 
2mg pro cem. Das Ergebnis unserer Messung ist in der Abb. 3 dar- 
yestellt. AuBer der fiir Eiweibkérper charakteristischen Bande bei 
230mu haben wir keine weitere Absorptions- 





bande gefunden. 


IV. Sonstige Eigenschaften des Proteins. 

In wasseriger Losung ist das Protein bei ° 
und neutraler Reaktion relativ bestandig. Bei 
Reaktionen, die saurer als py 5,0 und alkalischer 
als pu 8,5 sind, verliert das Protein sehr schnell 
seine Wirksamkeit. 

Sehr empfindlich ist das Protein gegen 
Schwermetallionen, besonders gegen Kupfer. Bei 
sehr kleinen Proteinkonzentrationen geniigen die 
egies \. 
im Wasser und den Reagenzien vorkommenden m 
Ba : . 220 260 300 340 380 420 
Beimengungen von Schwermetallen, um die Wirk- Wellentonge —/musj 
samkeit des Proteins vollkommen zu hemmen. joss nial 
Wir haben beobachtet, daB Lésungen, die 1,3 spektrum des Proteins, 

2 > j tc » ielte sstandi gelést in 0,05 mol. Pyro- 
. 10°? mg Protein pro ccm enthielten, bestandig phosphat py 7.9. 
waren, aber ihre Wirksamkeiten vollstandig ver- 
loren, wenn sie mit 0,02 mol. Phosphatpufferlésung auf das 40fache 
des Volumens verdiinnt wurden. Setzt man aber der Phosphatlésung 
einen Komplexbildner fiir Schwermetalle zu, so bleibt die Inakti- 
vierung aus. Hierfiir bewahrte sich 1°, Hefegummi oder 0,1°, Gly- 


kokoll. 


No 
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2. Wirkungsweise des Proteins. 

Wir haben die Wirkungsweise des Proteins untersucht, indem wir 
bei verschiedenen Konzentrationen an Protein, Diphosphopyridin- 
nucleotid, Alkohol und Acetaldehyd die Geschwindigkeiten gemessen 
haben, mit denen das Pyridin nach der Gleichung 


Protein 
Alkohol + Pyridin < ” Acetaldehyd + Dihydropyridin 


reagiert. Hierbei wurde die friiher beschriebene lichtelektrische Methode ! 
angewendet, mit der wir die Geschwindigkeit der Absorptionsanderung 
des Pyridinnucleotids bei 340 my bestimmten. 


I. Versuchsanordnung. 


Die Versuchsl6sung zur Messung der Reaktionsgeschwindigkeit ent- 
hielt 0,05 Mole/Liter Pyrophosphat (vgl. 1. Teil: Abschnitt I), 0,1°, Glyko- 
koll, neutralisiertes Pyridinnucleotid, Protein und Alkohol oder Acet- 


1 EB. Negelein u. EB. Haas, diese Zeitschr, 282, 206, 1935. 
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aldehyd. Bei der Messung det Hydriergeschwindigkeit (Reaktion 
links nach rechts obiger Reaktionsgleichung) wurde der entstehende Ace 
aldehyd dureh Bindung an Semicarbazid aus der Lésung entfernt. 
Konzentration des Semicarbazids betrug 0,01 Mole Liter (vel. 1. Teil 
Absehnitt 1). Bei der Messung der Dehydriergeschwindigkeit -des Dihydro 
pyridins (Reaktion von rechts nach links obiger Reaktionsgleichung) wa) 
die Konzentration des entstehenden Alkohols so klein, daB die Riick 
reaktion vernachlissigt werden konnte. 

Die Konzentrationen der Reaktionsteilnehmer waren: Diphospiio 
pyridinnucleotid 0,015 bis 1,0 mg cem oder 2,14. 10° bis 1,43. 10-3 Mole 
pro Liter, Protein |. 10-4 bis 2. 10% mg/cem, Alkohol 0,5. 10-3 bis 0,57 Mok 
pro Liter; Acetaldehyd 1. 10° bis 1. 10 * Mole /Liter. 

Die Konzentration des Alkohols bzw. des Acetaldehyds war in den 
meisten Fallen so groB, daB die Anderung wahrend der Reaktion vernach 
lassigt werden konnte. Die Konzentration des Proteins war gegen die Kon 
zentration des Diphosphopyridinnucleotids immer so klein, daB durch die 
Bindung von Nucleotid an Protein die Nucleotidkonzentration nicht merklic! 
geindert werden konnte. 

pu der Reaktionslésung war 7,9. Die Versuchstemperatur war 20°, 

Als Versuchsgefiiffe dienten  geschlossene, planparallele Trége aus 
Quarz, die, je nach der Konzentration des Pyridinnucleotids, eine Schicht- 
dicke von 0,2 bis 3em hatten. Fiir den Versuch wurde der Trog mit de: 
Versuchsl6sung, die noch kein Protein enthielt, gefiillt und vor die Photo 
zelle in einen Wasserthermostat von 20° gestellt. Nach Temperaturausgleich: 
wurde das Protein hinzugesetzt, die Lésung durch Umschiitteln gemischt 
und die Zu- oder Abnahme der Lichtabsorption fiir die Wellenlange 340 mv 
bestimmt. Der Versuch begann mit der ersten Ablesung, die etwa 
12 Sekunden nach der Zugabe des Proteins erfolgte. 


II. Hydriergeschwindigkeit. 
Mit Hydrierung bezeichnen wir die Reaktion: 


Protein 


Alkohol + Pyridin > Acetaldehyd + Dihydropyridin. 


Ist ¢ die Konzentration des nichthydrierten Pyridins, c’ die Konzen- 


tration des Dihydropyridins und C = ¢ + ¢’ die Gesamtkonzentration 
nimmt bei der 


, 


des Pyridins, so nimmt ¢ bei der Hydrierung ab, ¢ 
Hydrierung zu und C = c¢ + ec’ bleibt konstant. 

Die Hydriergeschwindigkeit nimmt mit fortschreitender Hydrierung 
ab. Wir haben gefunden, dab die Hydriergeschwindigkeit nicht  pro- 
portional der Pyridinkonzentration ¢ ist, sondern da die Hydrier- 
dt 


Ist die Konzentration des Alkohols groB gegen die Konzentration des 


geschwindigkeit schneller als die Pyridinkonzentration ¢ abnimmt. 
Pyridins, so ist das Zeitgesetz der Hydrierung 
dc B.c 


= . 1) 
dt A-—¢ ”) 
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worn A und B von der Hydrierzeit unabhingige Konstanten 


sind (vgl. die Protokolle 1 und 2). Die Konstante A hat die Dimen- 


mg Pyridinnucleotid ' oe : 
sion und ist nur abhangig von der Gesamt- 


ecm 
konzentration des Pyridins. Die Konstante B hat die Dimension 
e Pyridinnucleotid 


- | una ist abhingig von der Konzentration des 
eem . Min. 


Proteins und von der Konzentration des Alkohols, dagegen un- 
abhangig von der Gesamtkonzentration des Pyridins. 

Durch Integration der Gleichung (1) erhalt man: 

B, (LI) 
t 

die Beziehung zwischen der Konzentration des nicht hydrierten 
Pyridins ¢ und der Versuchszeit t, wobei cy der Zeit t = 0 und ¢ der 
Zeit t entspricht. 

Bestimmung der Konstanten A und B: Sind c, und c, die Konzen- 
trationen des nichthydrierten Pyridins zu den zwei verschiedenen 
Zeiten t, und t,, so ist nach Gleichung (II): 


oder 


(111) 


Eliminiert man entsprechend in Gleichung (II) statt der Kon- 
stante B die Konstante A, so erhalt man: 


c 


dc 
dt ; i. 
nimmt mit fortschreitender Hydrierung nur langsam ab. Will 
man die Konstanten A und B nach den Gleichungen (III) und (IV) 
berechnen, so hat man, besonders bei kleinen Umsiatzen, méglichst 
weit auseinanderliegende Hydrierzeiten ¢, und ¢, zu wahlen. 
In den folgenden Tabellen I, II, 111 und IV sind die Konstanten A 
und B nach den Gleichungen (III) und (IV) berechnet. 


24* 
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Kinfluf der Proteinkonzentration: Der EinfluB der Proteiy 
konzentration P auf die Hydriergeschwindigkeit wurde zwischen 
r 1.104 und P =8.10-4*mg/cem untersucht. Die Gesamt. 
konzentration des Diphosphopyridinnucleotids war C = 0,10 mg ccm 
die Konzentration des Alkohols war 0,57 Mole/Liter. Wir fanden |e; 
20° und py 7,9 [Protokoll 1}: 


Tabelle I. 





Konzentration des 
> : B 
Proteins ‘ B 
p P 
mg | mg Pyridinnucleotid | mg Pvridinnucleotid mg Pyridinnucleotid 
ecm eem ecm. Min. mg Protein . Min. 


}. 10-4 0,21 0,009 90 
2.10-4 0,20 0,017 85 
4.10-4 0,18 0,033 83 
8.10-4 0,18 0,065 81 


Die Konstante A ist unabhangig von der Proteinkonzentration. 
Die Konstante B ist proportional der Proteinkonzentration P (vgl. 
Abb. 4), B/P ist konstant. 

Die Bestimmung von B/P kann als Methode zur Bestimmung des 
Reinheitsgrades von Proteinpraparaten benutzt werden. Da B unab- 
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hangig von der Gesamtkonzentration des Pyridins und bei grober 
Alkoholkonzentration auch unabhaingig von der Alkoholkonzentration 
ist, so ist B/P bei groBer Alkoholkonzentration allein ein MaB fiir den 
Reinheitsgrad des Proteins. 

EinfluB der Gesamtkonzentration des Diphosphopyridinnucleotids 
Der Einflu8 der Gesamtkonzentration des Pyridinnucleotids wurde 
zwischen C = 0,015 und C = 1,00 mg/cem untersucht. Die Konzen- 
tration des Proteins war P = 4.10-4 mg/cem, die Konzentration 
des Alkohols war 0,57 Mole/Liter. Wir fanden bei 20° und py 7, 
{ Protokoll 2}: 
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Tabelle II. 





Gesamt- 
konzentration 
des Diphospho- B.C B 

pyridin- 7 P 

nucleotids A—¢ 


ey 
A—C 


c mg Pyridin- mg Pyridin- 7 | f mg Pyridin- 
| mg nucleotid nucleotid | nucleotid mg Pyridinnucleotid 


ecm ecm ecm . Min. |L ecm. Min. mg Protein . Min. 


0,015 0,051 0,032 0,013 33 
0,040 0,089 0,033 0,027 68 
0,100 0,18 0,033 0,041 103 
0,250 0,41 0,036 0,056 140 
1,00 1,47 0,032 0,068 170 


Die Konstante B ist unabhaingig von der Gesamtkonzentration 
des Pyridinnucleotids. Die Konstante A wachst mit zunehmender 
Gesamtkonzentration des Pyridinnucleotids. In der Abb. 5 sind die 
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Abb. 5. Abhingigkeit der Konstante 4 Abb. 6. Anfangsgeschwindigkeit der Hy- 
von der Gesamtkonzentration C des Py- 
ridin-Nucleotids. Konzentration des Pro- 
teins: 4.10-*mgeem. Konzentration zentration C des Pvridin-Nucleotids. Kon- 
des Alkohols: 0,57 Mole/ Liter zentration des Proteins: 4. 10°‘ mg ecm 
Konzentration des Alkohols: 
0,57 Mole! Liter. 


B.C z 
drierung ( zi " ) als Funktion der Kon- 


gefundenen Werte von A fiir die angewendeten Konzentrationen C 
graphisch wiedergegeben. Die Werte von A liegen nahezu auf einer 
Geraden, die nicht durch den Nullpunkt geht. Fiir C = 0 ist A etwa 
0,03. Fiir groBe Werte von C wird A proportional (C. 


B.C B.C | 
ee", konstant. 4 cist 


die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrierung, denn setzt man die Kon- 
zentration des Dihydropyridins c’ = 0, so wird ¢ = C und nach 


Gleichung (I) 


Wenn 4 proportional C ist, dann ist 
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Fir grobe Konzentrationen des Pyridinnucleotids ist also die Anfanys 
geschwindigkeit der Hydrierung unabhingig von der Konzentration 
des Pyridinnucleotids (vgl. Abb. 6). 

In der letzten Spalte der Tabelle I] sind die berechneten Anfanys. 
geschwindigkeiten fiir die Proteinkonzentration P = 1 mg/cem ein- 
getragen. Die Hdéchstgeschwindigkeit der Hydrierung _ betrigt 

mg Pyridinnucleotid 
170 : ; - | Nehmen wir an, das das Molekulargewicht 

mg Protein . Min. 
des Proteins 70000 ist, d.h. das 100fache des Molekulargewichts des 
Pyridinnucleotids, so wiirde ein Proteinmolekiil pro Minute 17000 Mole. 
kiile Diphosphopyridinnucleotid zur Reaktion bringen. 

Variation der Semicarbazidkonzentration: Bei der Bestimmung der 
Konstanten A und B (Tabelle I und IL) war es wesentlich, daB in der 
Reaktionslésung die Konzentration des entstandenen Acetaldehyds 
so niedrig blieb, daB die Riickreaktion auf den Verlauf der Hydrierung 
keinen meBbaren EinfluB hatte. Die Alkoholkonzentration war grol} 
und betrug 0,57 Mole Liter. Wir haben bei gleicher Alkoholkonzentration 
die Konzentration des Semicarbazids verzehnfacht und die Hydrier- 
geschwindigkeit gemessen. Die Gesamtkonzentration des _ Pyridin- 
nucleotids war dabei C = 1,0 mg/eem, die Proteinkonzentration war 
P =—8.10 4mg/eem. Wir fanden bei 20° und px 7,9 [Protokoll 3}: 


Tabelle III. 





Konzentration des B 
Semicarbazids A B : P 


Mole mg Pyridinnueleotid | mg Pyridinnucleotid ["* Pyridinnucleotid | 
Liter ecm j eem . Min mg Protein. Min. | 


0,01 1,51 0,062 78 
0,10 1,51 0,065 * 81 


Die fiir A und B gefundenen Werte stimmen fiir beide Versuche 
gut tiberein. Bei groBer Alkoholkonzentration geniigen also 0,01 Mole 
Semicarbazid pro Liter, um den entstehenden Acetaldehyd so weit zu 
binden, daB die Hydriergeschwindigkeit nicht merkbar durch die Riick- 
reaktion beeinfluBt wird. 

Kinflup von zugesetztem, hydriertem Diphosphopyridinnucleotid : 
Vergleicht man die Hydrierung von Diphosphopyridinnucleotid durch 
Alkohol mit der Hydrierung von Triphosphopyridinnucleotid durch 
Hexosemonophosphorsaure!, so ist in beiden Fallen bei groBen Konzen. 
trationen an Pyridinnucleotid die Anfangsgeschwindigkeit der Hy- 
drierung unabhaingig von der Konzentration des nicht hydrierten 
Pyridins. Beide Reaktionen unterscheiden sich aber durch die Abnahme 


1 E, Negelein u. E,. Haas, diese Zeitschr. 282, 206, 1935. 
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der Hydriergeschwindigkeit bei fortschreitender Hydrierung des 
Pyridins. Beim Triphosphopyridinnucleotid bleibt die Hydrier- 
veschwindigkeit proportional der Konzentration des nichthydrierten 
Pyridins; beim Diphosphopyridinnucleotid nimmt dagegen die Hydrier- 
geschwindigkeit schneller ab, als die Konzentration des nichthydrierten 
Pyridins sinkt. In beiden Fallen ist der hemmende Teil das hydrierte 
Pyridinnucleotid. Das entstehende hydrierte Pyridinnucleotid hemmt 
also die Hydrierung des Diphosphopyridinnucleotids starker als die 
Hydrierung des Triphosphopyridinnucleotids. 

Wir haben den EinfluB von zugesetztem, hydriertem Diphospho- 
pyridinnucleotid auf die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrierung 
untersucht. Die Gesamtkonzentration des Pyridinnucleotids war in 
beiden Versuchen gleich groB, C = 1,00 mg/eem. Die Konzentration 
des Proteins war 8.10-*mg/cem, die Alkoholkonzentration war 
0,57 Mole/Liter. Wir fanden bei 20° und py 7,9 [Protokoll 4]: 


Tabelle IV. 





Konzentration des Pyridinnucleotids 
zur Zeit t= 0 Hydriergesch windigkeit 
wih int 2h zur Zeitt=0 





Versuch nicht hydriertes hydriertes 
(re | mg mg Pyridinnucleotid 


Nr. ecm cem eem . Min. 


I cy = 1,00 c, = 0 0,122 
II Cy = 0,49 Cg = 0,53 0,030 


Zur Zeit t = 0 waren in beiden Versuchen die Konzentrationen c, 
des nichthydrierten Pyridins so groB, da fiir c’ = 0 die Anfangs- 
geschwindigkeiten der Hydrierung nahezu gleich, d.h. unabhangig 
von ¢, sind (vgl. Abb. 6). Durch die Zugabe einer gleichen Menge von 
hydriertem Diphosphopyridinnucleotid war die Anfangsgeschwindigkeit 
auf den vierten Teil gesunken. 

Wir benutzen das Resultat, um die Konstante A, die nur von der 
Gesamtkonzentration des Pyridins abhangig ist, zu berechnen. Ist v 
die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrierung, so ist nach Gleichung (1) 

BB. 

A—c,’ 

B.cy 
ae 


im I, Versuch: 


im IJ. Versuch: py" 


Nach Elimination von B erhalt man 
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Der nach Gleichung (V1) berechnete Wert von A ist 
aa mg Pyridinnucleotid 
a) , 
ecm 


Dieser Wert stimmt mit dem in Tabelle II], Abb. 5 eingetragenen Wert 

von A gut iiberein. Dort wurde fiir C = 1,00 mg/cem bei fortschreitender 

Hydrierung aus der Abnahme der Hydriergeschwindigkeit fiir A der 
mg Pyridinnucleotid 


Wert 1,47 berechnet. 
cem : 


III, Theorie der Hydrierung und Dehydrierung'. 
Nichthydriertes und hydriertes Diphosphopyridinnucleotid reagieren 
umkehrbar mit dem Protein nach den Gleichungen: 


Nichthydriertes Pyridin + Protein *> nichthydriertes Proteid, 


hydriertes Pyridin + Protein SS hydriertes Proteid. 


Die Bindung an das Protein ist bei dem nichthydrierten Pyridin 
und bei dem hydrierten Pyridin verschieden fest. Die Dissoziations. 
konstante des nichthydrierten Proteids ist also nicht gleich der Disso- 
ziationskonstante des hydrierten Proteids. 

Es sei 

ce die Konzentration des niehthydrierten Diphosphopyridin- 

nucleotids [mg/cem], 
die Konzentration des hydrierten Diphosphopyridinnucleotids 
[mg/eem], 

ce -+ ec’ die Gesamtkonzentration des Diphosphopyridin- 
nucleotids [mg/cem] (die am Protein gebundene Menge des 
Pyridinnucleotids ist hierbei zu vernachlassigen), 
die Gesamtkonzentration des Proteins [mg/ccm] (des freien 
+ verbundenen), 
die Dissoziationskonstante des nichthydrierten Proteids 


mg Pyridinnucleotid 
ecm ‘ 


‘die Dissoziationskonstante des hydrierten Proteids 


mg soca 


eem 
der Bruchteil: 
Protein, gebunden an nichthydriertes Diphosphopyridinnucleotid 
gesamtes Protein _ 


1 Vgl. die friihere Arbeit: Uber die Wirkungsweise des Zwischen- 
ferments, diese Zeitschr. 282, 206, 1935. 
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Diphosphopyridinproteid, Alkohol, Acetaldehyd. 


o’ der Bruchteil: 
Protein, gebunden an hydriertes Diphosphopyridinnucleotid 
gesamtes Protein 
t die Reaktionszeit [Minuten], 


. ‘ ; mg Pyridinnucleotid 
k eine Reaktionskonstante der Hydrierung 


mg Protein . Min. 
k’ eine Reaktionskonstante der Dehydrierung 
mg | 


mg Protein . Min. 


Bei der Hydrierung und Dehydrierung reagieren die Proteide, d. h. 
die mit dem Protein verbundenen Pyridinnucleotide. Ist die Konzen- 
tration des Alkohols bzw. des Acetaldehyds groB gegen die Konzen- 
tration des Pyridinnucleotids, so ist die Geschwindigkeit der Hydrierung 

de 
ee 
dt 


und die Geschwindigkeit der Dehydrierung 
dec’ Man’ 

a ex! 

dt ta 


Die Dissoziationskonstante des nichthydrierten Proteids ist 


c.{l—~» 0’) 


D - 


Die Dissoziationskonstante des hydrierten Pioteids ist 
es Sa 
D = 


Da die Konzentration des Pyridinnucleotids grof ist gegen die 
Konzentration des Proteins, so ist c’ = C — ¢ und 
D c 
a a ar (3) 
Aus (2), (2’) und (3) folgt 


Q 
D 


F C 
) (1 T 7 c dD’ 


Di 5) 
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Dann ist nach (1) und (4) die Geschwindigkeit der Hydrieruiy 


dc b.P ec 
dt D | ; C D 
=) lp 
und nach (1’) und (4’) die Geschwindigkeit der Dehydrierung liber 
de’ ee ae a 
dt D’ \ C , 1 D' 
+ t¢ - 
| ~D p} 
Da wahrend der Reaktion die Gesamtkonzentration P des Proteins 
und die Gesamtkonzentration C des Pyridinnucleotids konstant. sind. 
setzen wir zur Abkiirzung in (5) fiir 
gese 
D +C me men 
yo 
iia D 
und fiir 
Hyd 
D Kon 
ae | Cu 
D 
7 und 
Entsprechend setzen wir in (5’) fiir 
D+C 1! 
D y 
und fiir 
wob 
dann erhalt man fiir (5) die einfachere Gleichung 
de B.c 
dt A—c 
und entsprechend fiir (5’) ‘ 
ersu 
de’ 
Nr 
Gleichung (8) ist das fiir die Hydrierung gefundene Zeitgesetz. 1 
A und B sind von der Hydrierzeit unabhangige Konstanten. A ist 2 
unabhangig von P und wachst geradlinig mit C. Ist C groB gegen L’. : 
so ist A proportional C. B ist unabhangig von C und proportional ?’. 5 
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Ist ( groB gegen D', so geht Gleichung (5) 


de kb. P <¢ 


( dD 
Di tr “ly 1] 


dt 


iiber in 
dc k.P.c. D bP .c. 2 
dt D.C—c(D-D’) D.e+D'.c 
Fiir c’ = 0, also ¢ = C ist dann 
de 


. 2 
i ey 


Nach Gleichung (9) ist fiir groBe Werte von und ¢’ 0 die Anfangs- 
geschwindigkeit der Hydrierung unabhangig von c, was mit dem experi- 
mentell gefundenen Ergebnis iibereinstimmt (vgl. Abb. 6). 


IV. Priifung der Theorie. 

Die Gleichungen (6) und (7) enthalten die durch Messung der 
Hydriergeschwindigkeit bestimmten Konstanten 4 und B, die von den 
Konzentrationen C und P abhangig sind, und drei GréBen, die durch 
(und P nicht beeinfluBt werden: Die beiden Dissoziationskonstanten D 
und JD’ sowie die Reaktionskonstante k. 

Berechnung der Dissoziationskonstanten: Nach Gleichung (6) ist 

Dp’ D'’+C 
D A 
Fiir zwei verschiedene Konzentrationen (, und C,, ist 
, Y ' 
D C,,—C¢, 
D A A 


il I 


(10) 


wobei A, der Konzentration C, und 4,, der Konzentration C,, entspricht. 


Aus den Versuchen des Protokolls 2 entnehmen wir: 


Tabelle V. 





D “yy A, 


Versuch : 
Fiir C, und A, sind immer die 
Versuch 1 eingesetzt worden 


ecm ecm 


mg Pyridinnucleotid | | mg Pyridinnucleotid entsprechenden Werte aus 
0.015 0,051 
0,040 0,089 
0,100 018 
0,250 0,41 
1,00 1,47 
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Im Mittel ist der fiir D’/)D gefundene Wert: 0,33. 

Geometrisch ist D’/D | cot x, wobei x in Abb. 5 der Win ke! 
ist, den die Gerade mit der Abszissenachse bildet. 

Zur Berechnung von D’ setzen wir in Gleichung (6) D’ D 
Dann ist 


Versuch \ 


fm. 


Db’ 0,67 . A C. (1) 


Geometrisch betrachtet ist D’ in Abb. 5 das 0,67 fache der Ent. 
fernung, in der die Gerade fiir ( — 0 die Ordinatenachse schneidet 

Wir haben D’ nach Gleichung (11) fiir die ersten drei Versuche 
der Tabelle V berechnet und in Tabelle V1 eingetragen. Fiir die Versuche 4 
und 5 der Tabelle V wiirde der mégliche Fehler in der Berechnung 
von DP’ zu groB werden, da bei der grofen Konzentration des Pyridin- 
nucleotids das Ferment zum gréBten Teil undissoziiert vorliegt. 


Tabelle VI. 





trat 
Dip 
mg Pyridinnucleotid | mg Pyridinnucleotid ] mg Pyridinnucleotid | Hvc 
Nr. ecm | ; 


c A D’' = 0,67. A — ¢ 
Versuch 


eem ecm 
| der 
1 0,015 0,051 0,021 
ps 0,040 Q,089 0,020 


3 0,100 0,18 0,021 


wer 


Der gefundene Mittelwert ist 


on - Jest 
’ mg Pyridinnucleotid 

D 0,021 . sucl 
— halt 
Die 
| mg Pyridinnucleotid P 
D = 0,064 , 

com 


Da D'/D = 0,33, so ist 








Die Festigkeit der Bindung zwischen Protein und Diphospho- 
pyridinnucleotid wird also durch die Hydrierung des Pyridins um das 
Dreifache erhéht. D’ = 0,021 bedeutet, daB bei c’ = 0,021 mg hydriertes 
Pyridinnucleotid pro cem oder 3.10°° Mole Liter die Hialfte des 
hydrierten Proteids in hydriertes Pyridinnucleotid und Protein disso- 
ziiert ist. D = 0,064 bedeutet, daB bei ¢ = 0,064 mg nichthydriertes 
Pyridinnucleotid pro cem oder 9 . 10-> Mole Liter die Halfte des nicht- 
hydrierten Proteids in nichthydriertes Pyridinnucleotid und Protein 
dissoziiert ist. 

Berechnung von k: Nach Gleichung (7) ist 
B [D 
p(x): 


Aus den Versuchen des Protokolls 2 entnehmen wir: 
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Tabelle VII. 





2 D 

P ( B TT ys Zs 1) 
mg Protein mg Pyridinnucleotid mg Pyridinnucleotid mg Pyridinnucleotid 
eem | | cem | eem . Min. } | mg Protein . Min. 
0.0004 O.OL5 0,082 L164 
0.0004 0,040 0,033 L69 
0.0004 O,100 0,033 169 
0.0004 0,250 0,036 185 
0,0004 1,00 0,032 164 


Der gefundene Mittelwert ist 
mg Pyridinnucleotid ~ 
170 : 
mg Protein . Min. 
Nach Gleichung (1) bedeutet dies, daB bei groBen Alkoholkonzen- 
trationen (a — 0,3 Mole Liter) 1 mg Protein, das mit nichthydriertem 
Diphosphopyridinnucleotid verbunden ist (9 = 1), pro Minute die 


Hydrierung von 170mg Pyridinnucleotid bewirkt. Dies entspricht 
der Anfangsgeschwindigkeit der Hydrierung fiir grobe Werte von (, 
wenn ¢’ 0) (vgl. die letzte Spalte der Tabelle [1). 


Kinflup der Alkoholkonzentration auf die H ydriergeschwindigkeit. 

Wir haben den EinfluB der Alkoholkonzentration auf die Hydrier- 
veschwindigkeit zwischen a@ = 0,5. 10-3 und a = 0,5 Mole Liter unter- 
sucht. Um die Hydriergeschwindigkeiten in meBbaren Grenzen zu 
halten, muBte die Konzentration des Proteins ebenfalls variiert werden. 
Die Konzentrationen des Proteins lagen zwischen P = 2.10°4 und 
P 2.10 %mg ccm. Die Gesamtkonzentration des Pyridinnucleotids 
war C' = 0,0178 mg/cem. 

Bei kleinen Alkoholkonzentrationen nahm die Hydriergeschwindig- 
keit mit fortschreitender Hydrierung nicht nach dem Zeitgesetz der 
Gleichung (1), sondern schneller ab, auch wenn die Alkoholkonzentration 
noch groB gegen die Konzentration des Pyridinnucleotids war. Wir 
nehmen an, daB der entstehende Acetaldehyd nicht so fest vom Semi- 
carbazid gebunden wird, daB die mit gréBerer Geschwindigkeitskonstante 
verlaufende Riickreaktion auch bei kleinen Alkoholkonzentrationen 
noch vernachliassigt werden kann. 

Wir hatten versucht, die Hydriergeschwindigkeit bei kleinen Alkohol- 
konzentrationen mit der zehnfachen Semicarbazidkonzentration zu be- 
stimmen. Hierbei traten jedoch andere Komplikationen auf, weshalb wir 
auch fiir diese Versuche die kleinere Semicarbazidkonzentration angewendet 
haben. 

Wir haben dann £B nur aus den Anfangsgeschwindigkeiten der 
Hydrierung nach Gleichung (II) berechnet und haben fiir A den aus 
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Tabelle Il, Abb. 5 entnommenen Wert von A 0,058 eingeset 71 
Wir fanden bei 20° und py 7.9 die in Tabelle VIIL wiedergegeberey 
Werte. 
In den Abb. 7 und & sind die Anfangsyeschwindigkeiten der Hy- 
B 
-( 
P 
drierung a berechnet fiir die Proteinkonzentration P — 1 mg cen, 


als Funktion der Alkoholkonzentration graphisch wiedergegeben. Fi 


rechnel tur de 
4 
cm? 
cS 
S 


Proteinkongentration P= 


———— 


/ 


Pyridin -Nucleon 
eS 
S 


= Antangsgeschwinaighert der 
SS 
S 


mg Protein -/in. 


ane 


0 Ww <@ % 80 40-10% 
Atkoholkonaentraton a [2/ 


7 


Ayarierung, ber 





Mg 


Pp 
A-C 


/ 


Abb. 7. Bei kleinen Alkoholkonzentrationen: Kinflu® der Alkoholkonzentration @ auf die Anfangs- 
B 
-( 
P 
geschwindigkeit ‘ 0 der Hydrierung, bereehnet fiir die Proteinkonzentration /’ Img cen 


, 
Konzentration des Pyridinnucleotids ( O,OL738 mg com. 
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m J, 
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mg Pyridin -Nucleo 
mg Protein-Min 
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-Antangsgeschwindighkeit der 
S 


Hydrierung, berechnet 


8 
pe 
A-C 








Qf of Of  O¥ 


7 


O5 
Alhoholkonzentration a [x] 


Abb. 8. Bei groBen Alkoholkonzentrationen: EinfluB8 der Alkoholkonzentration @ auf die Anfangs- 
B 
-¢ 


geschwindigkeit ‘ CG der Hydrierung, berechnet fiir die Proteinkonzentration P I mgjeen. 


Konzentration des Pyridinnucleotids C 0,0178 mg ecm, 


kleine Alkoholkonzentrationen (Abb. 7) ist die Anfangsgeschwindigkeit 

B 
P 
Alkoholkonzentrationen (Abb. 8) nahert sich die Anfangsgeschwindigkeit 
einem Endwert. 


proportional der Alkoholkonzentration, ist konstant. Fiir grobe 
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Wenn die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrierung proporticia| 
der Alkoholkonzentration a ist, so ist B proportional der Alkohol. 
konzentration a, dann ist nach Gleichung (7): & proportional a. Wi: 


setzen 
k=%x.4, (12 


worin x eine Reaktionskonstante ist. Nach Gleichung (7) ist 
B/D " 
= Pla 


dann ist 
B {DD 1) 
.? ae 
Nach Tabelle VIII ist fiir kleine Alkoholkonzentrationen 


B _ mg Pyridinnucleotid 
annie ee EG, SOP 


P-a Mole Alkohol 


mg Protein - Min. 


Liter 
D 0,064 : : ' 
~—l= - 2.05, berechnet sich fiir ~ der Wert 
D 0,021 
mg Pyridinnucleotid 
Mole Alkohol 


mg Protein - - - Min. 
8 Liter 


x = 5,0.103.2,05 = 1,0. 104 


VI. Dehydriergeschwindigkeit. 
Mit Dehydrierung bezeichnen wir die Reaktion: 


Acetaldehyd ++ Dihydropyridin Protein. Alkohol + Pyridin. 


Nach der Theorie [Gleichung (8’)] ist die Geschwindigkeit der 
Dehydrierung 
dc’ B’-¢ 


- = ; te (s' 
dt A’+e 


Wir haben die Dehydriergeschwindigkeit fiir verschiedene Konzen- 
trationen an Acetaldehyd gemessen und gefunden, daB der fiir 
berechnete Wert mit fortschreitender Dehydrierung abnahm. Es zeigte 
sich dabei, daB bei den angewendeten gréBeren Konzentrationen an 
Acetaldehyd das Protein durch Nebenreaktion mit dem Acetaldehyd 
inaktiviert wurde. Die angewendeten kleineren Acetaldehydkonzen- 
trationen waren andererseits so klein, daB die Anderung der Konzen- 
tration wahrend der Dehydrierung nicht vernachlassigt werden konnte. 
Wir haben daher in allen Fallen B’ nur aus den Anfangsgeschwindig- 
keiten der Dehydrierung nach Gleichung (8’) berechnet und haben dabei 
fiir A’ den nach Gleichung (6’) berechneten Wert eingesetzt. 
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Die Konzentrationen des Acetaldehyds lagen zwischen a’ = 1 . 10~° 
und a’ = 1.10°? Mole/Liter. Die Proteinkonzentration war P 
4.10-4mg/cem. Die Gesamtkonzentration des Pyridinnucleotids war 
( = 0,022 mg/cem, davon lagen vor Zugabe des Proteins 82%, hydriert 
und 18%, nichthydriert vor. Wir fanden bei 20° und py 7,9 die in 
Tabelle IX wiedergegebenen Werte. 
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Abb. 9. Bei kleinen Acetaldehydkonzentrationen: EinfluB der Acetaldehydkonzentration a’ auf die 
B' C 
Anfangsgeschwindigkeit Vie der Dehydrierung, berechnet fiir die Proteinkonzentration 
P = 1 mg/cem. Konzentration des Pyridinnucleotids C = 0,022 mg/ccm. 
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Abb. 10. Bei groBen Acetaldehydkonzentrationen: EinfluB der Acetaldehydkonzentration a’ auf die 
RB’ 
-C 


Pe Roa ee p ne : ; 
Anfangsgeschwindigkeit Vue der Dehydrierung, berechnet fiir die Proteinkonzentration 


P = 1mgecem. Konzentration des Pyridinnucleotids C = 0,022 mg/cem. 


In den Abb. 9 und 10 sind die Anfangsgeschwindigkeiten der De- 
B Y 
ys oe mg 
hydrierung yuo’ berechnet fiir die Proteinkonzentration P = 1|=5], 
als Funktion der Acetaldehydkonzentration graphisch wiedergegeben. Fiir 
kleine Acetaldehydkonzentrationen (Abb. 9) ist die Anfangsgeschwindig- 


, 


keit proportional der Acetaldehydkonzentration, ist konstant. 


P.a 
25* 
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Fiir grobe Acetaldehydkonzentrationen (Abb. 10) erreicht die Anfanys. 
geschwindigkeit einen Endwert. 

Wenn die Anfangsgeschwindigkeit der Dehydrierung proportiona| 
der Acetaldehydkonzentration a’ ist, so ist B’ proportional der Acct- 
aldehydkonzentration a’, dann ist nach Gleichung (7’): k’ proportional «’. 
Wir setzen 

k’ fa’, (12’) 
worin x’ eine Reaktionskonstante ist. Nach Gleichung (7’) ist 
- 
D]’ 


B D' 
dk? b-3) 


Nach Tabelle IX ist fiir kleine Acetaldehydkonzentrationen 


dann ist 


mg Pyridinnucleotid 
: 2,1. 10° - 
Mole Aldehyd 


mg Protein - : Min. 
8 Liter z 


™ Dp’ 0,021 
ee ee 


= 0,67, berechnet sich fiir x’ der Wert 
mg Pyridinnucleotid 
Mole Aldehyd 


Liter 


z = 2,1.10%.0,67 = 1,4. 108 


mg Protein - Min. 


Fiir gréBere Acetaldehydkonzentrationen (a’ > 4. 10% Mole/Liter) 
ist 


mg Py-idinnucleotid 
B= 0,17 . 


cem . Min. 


Setzt man diesen Wert in Gleichung (7’) 
, kb’ .P 
B whee 


a 


ein, so erhalt man fiir k’ den Wert 


0,17 0,021) adie | mg Pyridinnucleotid |: 


= 4.10*\"" 0004) °— 


Nach Gleichung (1’) bedeutet dies, daB 1 mg Protein, das mit 
hydriertem Diphosphopyridinnucleotid verbunden ist (0 = 1), pro 
Minute die Dehydrierung von 285mg hydriertem Pyridinnucleotid 
bewirkt. Nehmen wir an, daB das Molekulargewicht des Proteins 


mg Protein . Min. 
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fanus. 


70000 ist, d.h. das 100fache des Molekulargewichtes des Pyridin- 
nucleotids, so wiirde ein Proteinmolekiil pro Minute 28500 Molekiile 
hydriertes Diphosphopyridinnucleotid zur Reaktion bringen. 


rtional 
; Acet- 
mal a’, Vil. Uber die Bindung des Alkohols und des Acetaldehyds an das Protein. 
Die Reaktionskonstanten der Hydrierung und der Dehydrierung 
sind in Tabelle X gegeniibergestellt. 

Die Geschwindigkeit der Hydrierung des Pyridinnucleotids ist 
bei kleinen Konzentrationen an Alkohol proportional der Alkohol- 
konzentration und bei gréBeren Alkoholkonzentrationen unabhangig von 
der Alkoholkonzentration. Ebenso ist die Dehydriergeschwindigkeit 
bei kleinen Konzentrationen an Acetaldehyd proportional der Acet- 
aldehydkonzentration und bei gréBeren Acetaldehydkonzentrationen 
unabhangig von der Acetaldehydkonzentration. Wir nehmen an, dab 
der Alkohol und der Acetaldehyd, ebenso wie das Pyridinnucleotid, 
von dem Protein locker gebunden werden. 


Tabelle X. 


Temperatur: 20°; py 7,9. 





Hydrierung 


x = 1,0. 104 
mg Pyridinnucleotid 
_.. Mole Alkohol 


. Min 
Liter 


mg Protein - 


Liter) z 
Bei groBer Alkoholkonzentration 
a > 0,3 Mole/Liter 
k= 10 
[ mg ee | 
mg Protein . Min. 


x’ : 1,4. 106 
t. ~ .. $k 300 


Es sei 


Dehydrierung 


x’ = 1,4.106 
mg Pyridinnucleotid 
Mole Aldehyd 


—— Min 
Liter 


_mg Protein - 


Bei groBer Acetaldehydkonzentration 
a’ > 0,4. 10> Mole /Liter 


k’ = 285 
[= Pyridinnucleotid | 
mg Protein . Min. 


- 1,4.10?. 


a die Konzentration des Alkohols {Mole / Liter], 
a’ die Konzentration des Acetaldehyds [Mole /Liter], 


d die Dissoziationskonstante 


— I 


/ mit Liter 


der Protein - Alkoholverbindung 


pro d’ die Dissoziationskonstante der Protein-Acetaldehydverbindung 


eotid Mole Acetaldehyd 
teins Liter 
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. Protein, gebunden an Alkohol 
o der Bruchteil: -——— . 
gesamtes Protein 


s . Protein, gebunden an Acetaldehyd 
o der Bruchteil: —— - , 
gesamtes Protein 


Sind a und a’ groB gegen die Proteinkonzentration, so ist 


a.(l—o—oa’ 
ne ( ) 
o 
und 
a’ .(l1—o—o’) 
d’ = ( P ' 
o 
Fir a’ = 0 ist [nach Gleichung (14)] 
a.(l1—o) 
d = ( = 
o 


] oO 
Fiir = ] ist d =a. Die Dissoziationskonstante der Protein- 
o 


Alkoholverbindung ist also gleich der Alkoholkonzentration, bei der 
die Halfte des Proteins an Alkohol gebunden ist. Dann ist die Hydrier- 
geschwindigkeit die Halfte der Hydriergeschwindigkeit, die bei Sattigung 
mit Alkohol erreicht wird. Nach Tabelle VIII, Abb. 7 und 8 ist dies 
bei 2,4.10-? Mole Alkohol/Liter. “Die Dissoziationskonstante der 
Protein-Alkoholverbindung ist also 


Mole Alkohol 
d — 2.4.10 | 4 in ae | 
Liter 


Fiir a = 0 ist [nach Gleichung (14’)] 


ee a’ (Lo) 


, 


o 
l—o 

Fiir i 1 ist d’ =a’. Die Dissoziationskonstante der 
Protein- Acetaldehydverbindung ist gleich der Acetaldehydkonzentration, 
bei der die Halfte des Proteins an Acetaldehyd gebunden ist. Dann ist 
die Dehydriergeschwindigkeit die Halfte der Dehydriergeschwindigkeit, 
die bei Sattigung mit Acetaldehyd erreicht wird. Nach Tabelle 1X, 
Abb. 9 und 10 ist dies bei 1,1.10-4 Mole Acetaldehyd/Liter. Die 
Dissoziationskonstante der Protein-Acetaldehydverbindung ist also 


@ = 1,1.10 a 


Mole Acetaldehyd 
Liter 


Nach Gleichung (14) und (14’) ist 
o d a’ 
ae 
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ad 24.10? 
da’ 1,1.10-4 
Konzentrationen 


Wenn = 220, dann ist fiir a’ = a das Verhaltnis der 


Protein, gebunden an Acetaldehyd a ne 
220. 


Protein, gebunden an Alkohol 6 


oo ist von der gleichen GréBenordnung wie x’/z, d. h. daB bei kleinen 
Konzentrationen an Acetaldehyd und Alkohol die gr6Bere Geschwindig- 
keit der Dehydrierung im wesentlichen durch die gréBere Festigkeit 
der Protein-Acetaldehydverbindung bedingt wird. Ist das Protein 
mit Alkohol bzw. Acetaldehyd gesattigt (¢ = 1 bzw. o’ = 1), so ist bei 
gleichen Konzentrationen der Pyridinnucleotide der Unterschied zwischen 
der Geschwindigkeit der Hydrierung und der Dehydrierung nur noch 
vering (vgl. k und k’ in Tabelle X). 


VIII. Gleichgewichtszustand, 

Ist 

e die Konzentration des nichthydrierten Diphosphopyridinnucleo- 
tids [Mole Liter], 

c’ die Konzentration des hydrierten Diphosphopyridinnucleotids 
[ Mole / Liter], 

a die Konzentration des Alkohols {Mole/Liter], 

a’ die Konzentration des Acetaldehyds [Mole, Liter], 


@ die Gleichgewichtskonstante der umkehrbaren Reaktion 
Protein 


Alkohol + Pyridin <— ™ Acetaldehyd + Dihydropyridin, 


so ist im Gleichgewichtszustand 
c > 
Q= 5:5 (16) 
c 


“Wir haben die Gleichgewichtskonstante @ bestimmt, wobei wir die 
Gesamtkonzentration C des Pyridinnucleotids, die Konzentration P 
des Proteins, die Konzentration a des Alkohols und die Konzentration a’ 
des Acetaldehyds variiert haben. Zur Einstellung des Gleichgewichts 
wurde die Reaktion von links nach rechts obiger Reaktionsgleichung 
benutzt; nur im zweiten Versuch wurde von der rechten Seite der 
Reaktionsgleichung ausgegangen. Die Zusammensetzung der Versuchs- 
léisung war dieselbe, wie sie im Abschnitt I beschrieben wurde, jedoch 
ohne Semicarbazid. Wir fanden bei 20° und px 7,9 die in Tabelle XI 
wiedergegebenen Werte. 

Im Mittel ist 

Q = 1,35. 103, 
d. h. die Halfte des Diphosphopyridinnucleotids liegt im Gleichgewichts- 
zustand hydriert vor, wenn in der Lésung die Konzentration des Alkohols 
das 1350fache der Konzentration des Acetaldehyds betragt. 
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Nach Gleichung (1) und (1’) ist 
im Gleichgewichtszustand sch 
—k.o.P+k.0°.P=0 
set 
oder 
k’ 0 
-_= - sO 
kK @ 
und unter Beriicksichtigung von (2 
und (2’): 
D' ¢ 
a. £4 
ein 
Setzt man mi 
k’ = ; das 
und da 
k = 4g), - 4, 
‘ ‘ ‘ 4 gel 
_ so ist im Gleichgewichtszustand ir 
E Dc a dD’ Q. (17 i 
= @ | & a ee “oy pee eee ° ( ‘ L6 
as | e $i5 * /@. Dic a D dat 
i. D’ wa 
, ns , ss A : 
= |e Da = 0,33 und Q = 1,35. 10°. Zu 
S12 ee Lo 
& ° 
ais, — so 1st n/) 
B | s|. els ‘ im 
Oo) sls x > 
a} eee (" } = 0,83 .1,35 10% = 450. Ker 
- % Jaa, hy 
Will man aus der Verteilung : 
ge: im Gleichgewichtszustand das Ver. * 
SOo°0 8G ree ss 
Se hoe ool - . 
- . «  héltnis : 
oat % Geschwindigkeit der Dehydrierung : 
SodoSoS ° ° ° A 0. 
gi sip Geschwindigkeit der Hydrierung p 
: ; \ 
berechnen, so hat man in Gleichung Gi 
= 7 
+++ ~~ (17) statt ‘ 
oooo E eir 
a545 a Alkoholkonzentration 
mast ; = -—~ da = 
$355 a’ Acetaldehydkonzentration ‘el 
~~" Verhiltnis der Konzentrationen vid 
Protein, gebunden an Alkohol ku 
Protein, gebunden an Acetaldehyd Ac 
; : ae ve 
, einzusetzen. Nach Gleichung ; 
wi 
15) i Ps lait rs 
(15) ist c=e~ Nach 6 “AD- 1 
d a Ge 
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d’ = 1,1.10-4 a a 


schnitt VII ist a = (0,46.10-", dann ist = 0.46.10-?- 


d  2,4.10-, a’ a’ 

; ; ‘a a i Pike! 
Setzt man in Gleichung (17) statt —, den Wert 0,46.10°-?-—, ein, 
a a 


i ¥ _ ... . Geschwindigkeit der Debwdrierung 
so erhalt man fiir das Verhaltnis —, reser - 
Geschwindigkeit der Hydrierung 


0,46.10°-2. 450 = 2,1. 


IX. Darstellung von hydriertem Diphosphopyridinnucleotid. 


Zur Darstellung von hydriertem Diphosphopyridinnucleotid wurde 
eine neutralisierte, verdiinnte Lésung von Diphosphopyridinnucleotid 
mit Alkohol und Protein versetzt. Nach beendeter Hydrierung wurde 
das Protein durch Zugabe von Natronlauge zerstért. Die Lésung wurde 
dann wieder neutralisiert und zur Trockne gebracht. 

Beispiel: 4 mg Diphosphopyridinnucleotid wurden in 18 cem Wasser 
gelést und die Lésung mit 0,12 cem n/10 Natronlauge neutralisiert. Bei 
Zimmertemperatur wurden 2cem Alkohol und 0,1 cem_ Proteinlésung 
(= 0,05 mg Protein) zugegeben. Mit fortschreitender Hydrierung wird die 
Lésung saurer. Wir gaben tropfenweise so viel n/100 Natronlauge hinzu, 
daB die schwach gelbgriine Farbe der Lésung erhalten blieb. Die Hydrierung 
war in einigen Minuten beendet. Nach 15 Minuten wurde die Lésung durch 
Zugabe von 0,4ccem n/10 Natronlauge alkalisch gemacht. Die alkalische 
Lésung blieb 10 Minuten stehen, dann wurden zu der Lésung 0,27 eem 
n/10 Salzsiure gegeben, so daB py etwa 8 war. Die Lésung wurde bei 0° 
im Vakuumexsikkator tiber Caleitumchlorid zur Trockene gebracht. Das so 
gewonnene Trockenpraparat enthielt 85°, hydriertes und 15°, nicht- 
hydriertes Diphosphopyridinnucleotid. 


X. Reaktionen des Proteins mit Diphosphopyridinnucleotid und Acetaldeh yd. 


nibt man neutralisiertes Diphosphopyridinnucleotid in grober 
Konzentration zu einer konzentrierten Lésung des Proteins, so wird, 
ohne Alkohol, ein Teil des 
Pyridins langsam hydriert. 
Gibt man nach langerer Zeit 
eine kleine Menge Acetaldehyd 
in die Lésung, so wird, wie 
erwartet, das hydrierte Py- 
ridin sofort dehydriert. Nach 
kurzer Zeit ist jedoch der 0 
Acetaldehyd aus der Lésung fe 
‘ Abb. 11. Hydrierung von Diphosphopyridin- 
verschwunden, dann beginnt Nucleotid durch das Protein. Gesamtkonzen- 
wieder die Hydrierung des tration des Pyridin-Nucleotids: 1,0 mgjcem oder 
sige BeeRi, : rr 1,4.10-6 Molejecm. Konzentration des Pro- 
Pyridins, die jetzt mit gréBerer teins: 15 mg/ecm. Zu den Zeitent = 50, t = 65 


1 . ae Oe: und ¢ 120 Minuten wurden 4,2. 10-6 Mole 
Ge chwindigke it erfolgt Acetaldehyd pro cem der Lésung zugegeben. 
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Dieser Vorgang laBt sich mehrmals wiederholen. Der Verlauf des Ver. 
suchs ist in Abb. 11 graphisch dargestellt. Wir haben die Hydrierung 
und Dehydrierung des Pyridins durch Messung der Absorptionsanderuny 
bei A = 340 mu bestimmt. Die Versuchsanordnung war folgende: 


In 3cem 0,05 mol. Pyrophosphatpufferlésung (py = 7,9) waren 
45mg Protein und 3 mg _ neutralisiertes Diphosphopyridinnucleotid 
gelést. Die Proteinkonzentration war 15 mg/cem, die Gesamtkonzentra- 
tion des Pyridinnucleotids war 1,0 mg/ecm oder 1,4 . 10~-® Mole/cem. 
Die Temperatur war 20°. 

Nach 50 Minuten waren 7 % des Pyridins oder 0,1 . 10-® Mole /ccem 
hydriert. Dann wurden pro ccm Lésung 4,2. 10-6 Mole Acetaldehyd 
zugegeben, wodurch sofort das hydrierte Pyridin dehydriert wurde. 
Aber schon nach wenigen Sekunden begann wieder die Hydrierung des 
Pyridins, die jetzt mit gréBerer Geschwindigkeit erfolgte. Nach 15 Mi- 
nuten waren 11%, des Pyridins oder 0,15 .10-® Mole/cem hydriert. 
Dann wurden das zweite Mal pro ccm Lésung 4,2.10~® Mole Acet- 
aldehyd zugegeben, wodurch das hydrierte Pyridin wieder dehydriert 
wurde. Nach wenigen Sekunden begann dann wieder die Hydrierung 
des Pyridins. Nach 55 Minuten waren 21% des Pyridins oder 0,29 
. 10-® Mole/cem hydriert. Dann wurden das dritte Mal pro cem Lésung 
4,2 .10-® Mole Acetaldehyd zugegeben, wodurch das hydrierte Pyridin 
wieder dehydriert wurde. Nach wenigen Sekunden begann dann wieder 
die Hydrierung des Pyridins. Ein Teil des Proteins war inzwischen 
denaturiert worden, wodurch die Lésung etwas getriibt wurde. 


Aus dem Versuch ist erstens zu entnehmen, daf bei sehr groBer 
Proteinkonzentration das Pyridin durch das Protein hydriert werden 
kann. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist klein. In dem Versuch war 
die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrierung M 


ee | mg aa ii | 


mg Protein . Min. 
Die Anfangsgeschwindigkeit bei der Hydrierung durch Alkohol ist 
10%mal so groB, namlich 


,| mg Pyridinnucleotid 
1,7. 10° : ; R 
mg Protein . Min. 


Da die Hydrierung durch das Protein auBerordentlich langsam verlauft, 
hat sie mit dem Mechanismus der biologischen Hydrierung des Pyridins 
nichts zu tun. Vielleicht reagieren unter solchen extremen Bedingungen 
leicht oxydierbare SH-Gruppen des Proteins mit dem Pyridinnucleotid. 


Aus dem Versuch ist zweitens zu entnehmen, daB das Protein 
zugesetzten Acetaldehyd in Nebenreaktion verbrauchen kann. Nehmen 
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wir an, daB das Molekulargewicht des Proteins 70000 betragt, so sind 
in dem Versuch 60 Mole Acetaldehyd pro Mol Protein verschwunden. 
Vielleicht reagieren bei Abwesenheit von hydriertem Pyridin die N H,- 
Gruppen des Proteins mit dem Acetaldehyd. Diese Reaktion wird 
biologisch keine Rolle spielen, da der Acetaldehyd durch das hydrierte 
Pyridin schnell genug zu Alkohol reduziert wird. 


XI. Manometrischer Test zur Bestimmung 
von Diphosphopyridinnucleotid. 


Da die Reaktion 

Alkohol + Pyridin 
spezifisch fiir das Diphosphopyridinnucleotid ist, benutzen wir in 
Dahlem diese Reaktion zur manometrischen Bestimmung von Di- 
phosphopyridinnucleotid. Das entstehende Dihydropyridin wird, wie 
in dem Test zur Bestimmung des Proteins, so auch in diesem Test 
durch gelbes Ferment und Sauerstoff reoxydiert, der entstehende 
Acetaldehyd wird durch Bindung an Semicarbazid aus der Lésung ent- 
fernt. Der Unterschied in der Versuchsanordnung liegt darin, daB wir 
fir diesen Test eine gréBere Proteinkonzentration und eine hohere 
Versuchstemperatur anwenden. 


Protein Acetaldehyd + Dihydropyridin 


Die kegelférmigen VersuchsgefaBbe werden wie folgt beschickt : 

Hauptraum: 0,8cem Wasser, 1,0 cem 0,15 mol. Pyrophosphatpuffer- 
lésung (1 Liter enthalt 67 g Na,P,O,.10H,O und 100ccm norm. HCl), 
0,3cem m/10 Semicarbazidlésung (1,12 g Semicarbazidhydrochlorid in 
100 cem n/10 NaOH gelést), 0,1 eem Alkohol, 6,5 . 10°? mg Protein, gelést 
in 0,2cem Wasser und 0,06 bis 0,2 mg neutralisiertes Diphosphopyridin- 
nucleotid, gelést in 0,3 cem Wasser. 

Anhang: 0,3cem 4.10-5mol. Lésung von gelbem Ferment. 

Gasraum: Reiner Sauerstoff. 

Volumen der Versuchslésung: 3,0 ccm, py = 7,9, Versuchstempe- 
ratur: 38°, 

Nachdem die GefaBe 10 Minuten im Thermostat geschiittelt 
worden sind, wird das gelbe Ferment aus den Anhangen in die Haupt- 
raume iibergespiilt. Nach weiteren 5 Minuten wird der Nullpunkt 
abgelesen. Die Ausschlage sind nicht proportional den Konzentrationen 
des Diphosphopyridinnucleotids. Nach etwa 40 Minuten nimmt die 


| Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs stark ab. Dann ist das 
| Protein durch das entstehende Wasserstoffperoxyd inaktiviert worden. 
| Diese Inaktivierung ist bei 38° starker als bei 20°. Die Geschwindigkeit 


der Sauerstoffaufnahme ist in dem Test so groB, daB der Versuch nach 


' 20 Minuten beendet wird. Wir fanden fiir drei verschiedene Konzentra- 


tionen des Diphosphopyridinnucleotids folgende Mengen an_ ver- 
brauchtem Sauerstoff: 
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Diphosphopyridinnucleotid in 3 cem Versuchslésung 





0,054 mg 0,108 mg 0,216 mg 


Nach 10 Min. Ocmm O, 13,7emm O, | — 23,6emm O, 38,3 cmm 0) 
=| ee ; 26,8 ,, O, | —45,9 ,, Os 0, 
wy EO x O, 38,8 , O,| —66,0 , O, : 0 


40 ,. O, 09 . 0,}—-8138 , O, f 0, 


In Abb. 12 ist der Sauerstoffverbrauch fiir 20 Minuten als Funktion 
der im Versuchstrog befindlichen Menge an Diphosphopyridinnucleot id 
graphisch dargestellt. Der Reinheitsgrad eines unbekannten Praparats 
wird bestimmt, indem wir eine Menge m des Praparats in den Versuchs. 
trog bringen, den Sauerstoffverbrauch in 20 Minuten messen und aus der 
Kurve (Abb. 12) die Menge m, an reinem Diphosphopyridinnculeoti« 
ablesen. m,/m ist der Reinheitsgrad des Praparats. 
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Abb. 12. Abhiingigkeit des Sauerstoffverbrauchs von der Diphosphopyridin-Nucleotidmeng: 


Wir haben manometrisch fiir drei verschiedene Praparate des 
Diphosphopyridinnucleotids den Reinheitsgrad gemessen. Daneben 
sind fiir die gleichen Praparate bei 4 340 mu die Héhen der Absorptions 
banden vor und nach vollstandiger Hydrierung mit Alkohol lichtelek- 
trisch gemessen worden. Wir fanden: 
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bei der Hydrierung Reinheitsgrad Reinheitsgrad 
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Beide Methoden haben iibereinstimmende Ergebnisse geliefert. 
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E. Negelein u. | 


Protokoll 


verschiedenen Semicarbazid- 


Hydriergeschwindigkeit bei 


1.-J. Wulff: 


3. 


konzentrationen. 


Konzentration des 


p= 8.10-«[™] 


ccm 
mg 


Mole 
Alkohols 0,57 Fre 


|. Konzentration des Proteins 


Gesamtkonzentration des Diphosphopyridinnucleotics 


Oa 1,00[= |. ce ist die Konzentration des nichthydrierten Diphospho- 


cecem 


pyridinnucleotids zur Zeit ¢. 





1.10-2 mol. Semicarbazid 





ig =e 1 c 
ce —In = 
t e 


[ae] | mg 1 | 
eem| | [| Min. . eem Min. | 


0,957 
0,923 
0,883 
0,800 
0,734 
0,670 
0,587 
0,511 
0,456 
826 0,367 


0,102 
0,099 
0,090 
0,081 
0,073 | 
0,064 | 
0,058 } 

| 

| 


0,109 

0,107 
0,102 
| 0,097 
| 0,091 
0,085 
0,081 
0,076 
0,070 


0,052 
0,043 
Fiir ¢, = 45 Sek., t, = 825 Sek. 
Nach Gleichung III (S. 361): 
_ 0,099 — 0,043 


am 0,107 — 0,070 


= 1,51. 
Nach Gleichung IV (S. 361): 
0,099 . 0,070 — 0,043 .0,107 

_9; 0,070 — 0,043 .0,1 ‘ _ 0,062 


B= 
0,107 — 0,070 


1.10-1 mol. Semicarbazid 





Co e Ez In co 
t t , 


[win cem) | Latin. 
Min. . cem Min. 


0,968 -- 

0,924 0,105 0,111 
0,876 0,100 0,109 
0,819 0,094 0,105 
0,717 0,081 0,097 
0,601 0,070 0,091 
0,506 0,060 0,083 
0,447 0,053 0,079 
0,358 0,044 0,072 


Fir t, = 55 Sek., tg = 825 Sek. 


Nach Gleichung III (8. 361): 
0,100 — 0,044 

A = 9.109 — 0,072 ~ 1° 

Nach Gleichung IV (S. 361): 

0,100 . 0,072 —0,044.0,109 _ 9 og. 

0,109 — 0,072 fi aaa 





oh COIS Se 


CH cr 
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Protokoll 4. Hemmung der Hydrierung durch zugesetztes 
hydriertes Diphosphopyridinnucleotid. 





; Mole 7 , : 
Kionzentration des Alkohols 0,57 Fai Konzentration des Proteins 
) 2 af ™S . . ate f 
zid- P=8.10 we Gesamtkonzentration des Diphosphopyridinnucleotids 
' mg j aes ; ; : 
C = 1,00 soot a ist die Konzentration des nichthydrierten Diphospho- 
- se «as aa ns . . o F F - 
roteis pyridinnucleotids zur Zeit t. ¢y ist die Konzentration des nichthydrierten, 
», ist die Konzentration des hydrierten Diphosphopyridinnucleotids 
‘leotids zur Zeit t = 0. 1. 10°? mol. Semicarbazid. 
10spho- : 
m mg 
0,957 [ g to = 0,490 | = | 
ecm ecm 


0,043, 9 == 0,510 
Y= 1000 ,, C=100 


ot. ee e 1 
t t c t 


mg 1 - mg mg | 
| Rais {Sek. 
Min. . cem | | sie nerd ae | (asia: .cem Min. 


0,957 — _ 0 0,490 - 
0,923 0,102 0,109 200,480 0,030 0,062 
0,883 0,099 0,107 45 0,468 0,029 0,061 
0,800 0,090 0,102 75 | 0,455 0,028 0,059 
0,734 0,081 0,097 165 | 0,420 0,026 0,056 
0,670 0,073 0,091 285 | 0377 0,024 0,055 
0,587 0,064 0,085 465 | 0,326 0,021 0,053 
0,511 0,058 0,081 705 > 0.268 0,019 0,051 
0,456 0,052 0,076 885 = 0,235 0,017 0,050 
0,367 0,043 0,070 


Fiir ¢; = 45 Sek., t, = 825 Sek. Fiir die Berechnung von A und B nach 

Nach Gleichung III (8. 361) : ane ll -~ I\ es 361) ist 

0,099 — 0,043 151 die Anderung von ; In “ zu klein. 
0,107—0,07 " 


Nach Gleichung IV (S. 361): 
0,099 . 0,070 — 0,043 . 0,107 , 
ne =—— “ — 0,062 
0,107 — 0,070 
Anfangsgeschwindigkeit fangsgeschwindigkeit der Hydrierung 
der Hydrierung (c’ = 0): gesetzt werden. 


B.C Co —C 
A= — 0,122 ( t Riis 


a Ce 
Da der Wert ¥ in der Anfangs- 


zeit nur wenig abnimmt, kann der 


Cc . 
B Anfangswert von —° fiir die An- 


= 0,030 
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Uber den Einflu6 von Kupfer und Eisen auf die Bildung der herz. 
wirksamen Glykoside in den Blittern der Digitalis purpurea *. 
Von 
Richard Wasicky und Hella Hoertlehner. 

(Aus dem Pharmakognostischen Universitatsinstitut in Wien.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1937.) 


Durch R. Wasicky (1) wurde erstmalig nachgewiesen, daB die herz- 
wirksamen Glykoside der Blatter des Roten Fingerhuts im Mesophy'| 
entstehen und daB ein durch abwechselnde Zuckerbindung und Zucker- 
abspaltung zu erklarendes Steigen und Fallen der Herzwirksamkeit 
der Blatter stattfindet. Sonnenbelichtung bewirkt wahrend des Tages, 
parallel mit der Assimilation, eine Wirksamkeitssteigerung der Blatter, 
die Verdunkelung wahrend der Nacht hat eine erhebliche Wirksamkeits- 
abnahme zur Folge. Dieser Befund wurde zunachst von O. Dafert (2) 
am Wiener Pharmakognostischen Institut, sodann von anderen Unter- 
suchern wiederholt in Feldversuchen bestatigt. Es ist nun von Interesse 
zu erfahren, wie sich andere in den Stoffwechsel der Pflanze eingreifende 
Faktoren auf die Digitalisglykosidbildung auBern. Des 6fteren wurde 
behauptet, daB Mangan die Entwicklung der Digitalispflanze giinstiy 
beeinflusse. Die von verschiedenen Untersuchern durchgefiihrten 
Experimente iiber den EinfluB von Mangan auf die Gesamttrocken- 
substanz und auf die Herzwirksamkeit des Roten Fingerhuts haben 
bisher kein eindeutiges Ergebnis erbracht. Im folgenden wired iiber 
Versuche berichtet, durch die festgestellt werden sollte, ob Zusatze der 
Bioelemente Eisen und Kupfer zu Topfkulturefi von Digitalis purpurea 
die Herzwirksamkeit der Blatter andern. 


Versuchsteil. 


Junge Pflanzen von Digitalis purpurea im gleichen Entwicklungs- 
stadium, namlich mit drei bis sechs Rosettenblattern, wurden in Tépfe 
versetzt. Nach einigen Tagen wurde eine Reihe der Versuchspflanzen 
mit Eisenlésungen, eine zweite mit Kupferlésungen, eine dritte mit 
Eisen- und Kupferlésungen und eine vierte nur mit Wasser ohne die 
Metallzusatze gegossen. Jede Pflanze erhielt taglich 10 ccm Fliissigkeit. 
Als Eisenverbindung wurde Mohrsches Salz, als Kupferverbindung 
Kupfersulfat verwendet, und zwar in drei Konzentrationen. Die ver- 
diinntesten Lésungen der Schwermetalle enthielten 10 y Fe bzw. 10 y Cu 


* Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. 
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und 10 y Fe + 10 y Cu in je 10 ccm Fliissigkeit, die konzentrierteren 
100 y, die konzentriertesten 1000 y der Metalle. 3 Tage nach dem 
ersten GieBen wurden Blatter aller Reihen gepfliickt und auf ihre Herz- 
wirksamkeit gepriift. In kurzen Zeitabstanden von 2 bis 3 Tagen wurden 
weitere Blatter untersucht. Ferner wurden Blatter von Pflanzen 
untersucht, die taglich 3 Monate lang mit den Metallésungen behandelt 
worden waren. Bei den langfristigen Versuchen wurden einige Pflanzen 
auch mit Lésungen gegossen, die 10000 y Metall in je 10 ccm Fliissigkeit 
enthielten. 


Da die Priifung der Herzwirksamkeit immer nur an je einem Blatte 
vorgenommen wurde, mubte sorgfaltig darauf geachtet werden, da nicht 
Fehler durch Verdunsten der Blattfeuchtigkeit und durch mangelhaftes 
Homogenisieren der zerkleinerten Blatter —- die Blattnerven enthalten 
bekanntlich bedeutend weniger der herzwirksamen Glykoside als das 
Mesophyll — entstanden. Das gepfliickte Blatt wurde rasch in sehr schmale 
Streifen zerschnitten. Diese wurden gemischt und in zwei Teile geteilt, die 
in vorbereiteten Wageglasern gewogen wurden. Der eine Teil diente zur 
Bestimmung der Trockensubstanz (durch Trocknen bei 103°). Der andere 
Teil wurde nach dem Wagen mit siedendem 96°,igem Alkohol iibergossen, 
eine viertel Stunde in Alkohol gekocht, dieser sodann bei 70° abdunsten 
gelassen. Das vollstandig getrocknete Blatt wurde mit 25°,igem Alkohol 
im Verhaltnis 1 (Trockensubstanz): 20 angesetzt und 24 Stunden unter 
ofterem Schiitteln bei Zimmertemperatur stehengelassen. Der zentrifugierte 
Auszug wurde Wasserfréschen in den Brustlymphsack injiziert. Die Aus- 
wertung erfolgte nach der Methode Pick-Wasicky (3), die zur Beurteilung 
der Digitalisdroge in das neue 6sterreichische Arzneibuch aufgenommen 
wurde. Bei diesem Verfahren erhalt eine gréBere Anzahl von Frdéschen 
abgestufte Konzentrationen des zu priifenden Digitalisauszuges, in der Regel 
0,015 cem Fliissigkeit fiir je 1 g Froschgewicht. Nach 2 Stunden wird das 
Herz frei gelegt und die Wirkung an diesem festgestellt. Jene Dosis, bei 
der eben noch Stillstand (zumeist systolischer) der Herzkammer beobachtet 
wird, gilt als Grenzwert. 

Gute Blatter von Digitalis purpurea zeigen diesen Wert bei ungefahr 
0,0004 g fiir 1 g Froschgewicht. Die von uns verwendeten Digitalispflanzen 
waren durchwegs im heurigen Jahre schwacher wirksam als in den meisten 
anderen Jahren. Wir fanden als haufigsten Grenzwert bei den Kontroll- 
pflanzen 0,00075 g. 


Das Ergebnis unserer Versuche war absolut eindeutig und, abgesehen 
von den beim Tierversuch stets auftretenden und durch gréBere Ver- 
suchsreihen auszuschaltenden Schwankungen, immer gleichartig. Daher 
diirfte es geniigen, aus den Versuchsprotokollen zwei typische Versuchs- 
reihen herauszugreifen. Die eine betrifft die Herzwirksamkeit von 
Digitalispflanzen, die kurze Zeit mit Eisen- und Kupferlésungen be- 
handelt worden waren. 


Versuchsreihe A. Digitalispflanzen, die seit dem 17. Juli taglich 
mit Kupfersulfatlésungen behandelt wurden. Befunde der am 23. Juli 
vorgenommenen Untersuchung je eines Blattes: 


26 * 





R. Wasicky u. H. Hoertlehner: 





Frosch- Injizierte Dosis der 
gewicht Trockensubstanz in g Herzkammerbetund 
ing fir 1g Frosch 


40,0 0,000 75 Herz schlagt 
| 26,5 0,000 75 systol. Stillstand 
| 23,0 0,000 9 a 9 
24,0 0,001 ae ‘ 


29,0 0,000 7 Herz schlagt 
2. Pflanze mit 10 y Cu | 22,0 0,000 75 systol. Stillstand 
taglich gegossen | 19,0 0,000 9 me 
20,5 0,001 


0,000 7 Herz schlagt 
3. Pflanze mit 100 » Cu { 21,5 0,000 75 systol. Stillstand 
taglich gegossen | 20,5 0,000 9 ‘a 
) 0,001 * 
‘ 0,000 7 Herz schlagt 
. Pflanze mit 1000 y Cu | 4: 0,000 75 systol. Stillstand 
taglich gegossen | 31,5 0,000 9 
7 0,001 


. Kontrollpflanze 


Die Blatter der gleichen Pflanzen zeigten, 4 Tage spiater gepfliickt, 
keinen Unterschied der Wirksamkeiten zwischen den mit Kupfer gegossenen 
und den Kontrollpflanzen. Doch war bei beiden die wirksame Grenzdosis 
auf 0,0004 ¢ gefallen. Diese Steigerung der Herzwirksamkeit war offen- 
sichtlich dadurch entstanden, daB vom 17. bis 23. Juli 1937 meistens triibes, 
regnerisches Wetter geherrscht hatte, wahrend in den folgenden Tagen die 
Pflanzen unter starker Sonnenstrahlung standen. 


Versuchsreihe B. Digitalispflanzen, die seit dem 17. Juli taglich 
mit Lésungen von Mohrschem Salz behandelt wurden. Befunde der 
am 22. Juli vorgenommenen Untersuchung je eines Blattes: 





Frosch- Injizierte Dosis der 
gewicht Trockensubstanz in g Herzkammerbefund 
in g fiir 1 g Frosch 


18,0 0,000 7 Herz schlagt 
( 27,5 0,000 75 systol. Stillstand 
| 32,0 0,000 9 bt ” 

29,5 0,001 rs ‘ 


. Kontrollpflanze 


| 21,0 0,000 75 Herz schlagt 


taclich ge “ 20,0 0,000 9 diastol. Stillstand 
eh iar ac | 20,0 0,001 systol. 


2. Pflanze mit 10 » Fe 


22,0 0,000 75 Herz schlagt 
3. Pflanze mit 100 » Fe } 21,0 0,000 9 id ie 
taglich gegossen | 20,0 0,001 ~ +i 
25,0 0,001 1 systol. Stillstand 


18,0 0,000 7 Herz schlagt 
. Pflanze mit 1000 y Fe } 29,0 0,000 75 systol. Stillstand 
taglich gegossen | 20,0 0,000 9 
15,0 0,001 
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Die Blatter der gleichen Pflanzen zeigten, 4 Tage spater gepfliickt, in 
der Mehrzahl der Falle keine Steigerung, in der Minderzahl eine gering- 
fiigige (etwa 30°,ige) Steigerung der Herzwirksamkeit bei den mit Fe 
gegossenen Pflanzen gegeniiber den Kontrollpflanzen. Es sei in diesem 
Zusammenhang auf die geringe Abschwaéchung der Herzwirksamkeit, die 
bei den mit 1007 Fe gegossenen Pflanzen 5 Tage nach dem Beginn der 
Behandlung zu beobachten ist, und auf den Wiederanstieg der Wirksamkeit 
bei der 1000-7-Pflanze hingewiesen. 

Versuchsreihe C. Digitalispflanzen, die seit dem 17. Juli taglich 
mit Lésungen von Eisen und Kupfer behandelt wurden. Befunde der 
am 24. Juli vorgenommenen Untersuchung je eines Blattes: 





Frosch- Injizierte Dosis der 
gewicht Trockensubstanz in g Herzkammerbefund 
in g fiir 1 g Frosch 
29.0 0,000 7 Herz schlagt 
. Kontrollpflanze 29,5 0,000 75 systol. Stillstand 


35 0 0,000 9 ie 


31,0 0,000 4 Herz schlagt 
34.0 0,000 5 systol. Stillstand 
23.0 0,000 75 ‘i pe 


2. Pflanze mit je 10 y Fe | 


und Cu taglich gegossen | 


pate ° 25,0 0,000 4 Herz schlagt 
3. Pflanze mit je 100 y Fe | epee e mee 
35,5 0,000 5 systol. Stillstand 


und Cu taglich gegossen i 
33,0 0,000 75 va 


38,0 0,000 5 Herz schlagt 
. Pflanze mit je 1000 » Fe 20 5 0,000 7 


——st ” 


und Cu taglich gegossen | 27.0 0,000 75 systol. Stillstand 


30,0 0,000 9 a - 


Die Blatter der gleichen Pflanze zeigten, 4 Tage spater gepfliickt, keinen 
Unterschied der Herzwirksamkeiten zwischen behandelten und unbehandelten 
Pflanzen. 


Bei den Pflanzen, die einige Monate lang mit den Metallen vorbehandelt 
wurden, konnte man fiir die Konzentrationen mit je 1000» Fe, Cu und 
Fe + Cu, sowie fiir noch starkere Konzentrationen ein verschieden weit - 
gehendes Zuriickbleiben im Wachstum bis vollstandiges Eingehen wahr- 
nehmen. Was die Herzwirksamkeit von Blattern langer vorbehandelter 
Pflanzen betrifft, so gibt dariiber nachstehendes Protokoll einer Versuchs- 
reihe Auskunft. 


Versuchsreihe AJ. Pflanzen, die seit dem 22. April taglich mit 
Lésungen von Kupfersulfat behandelt wurden. Befunde der am 20. Juli 
vorgenommenen Untersuchung je eines Blattes: 





R. Wasicky u. H. Hoertlehner: 








. Kontrollpflanze 


. Pflanze mit 10y Cu | 
taglich gegossen 


3. Pflanze mit 100) Cu | 
taglich gegossen 


. Pflanze mit 1000» 
taglich gegossen 


Cu | 
| 


Versuchsreihe C 1. 


Frosch- 
gewicht 
in g 


35,5 
29,0 
29,0 
23,5 
32,5 
30,0 
33,5 
26,5 
28,0 


27,0 


20,5 
30,0 
38,5 
28,5 
24,0 
37,5 


~ 


Injizierte Dosis der 
Trockensubstanz in g 
fiir 1g Frosch 


0,000 75 
0,000 85 
0,000 9 
0,001 


0,000 75 
0,000 85 
0,000 9 
0,001 


0,000 75 
0,000 85 


0,000 9 
0,001 


0,000 75 
0,000 85 
0,000 9 
0,001 


Herzkammerbefund 


Herz schlagt 
systol. Stillstand 
diastol. 

Herz schlagt 
systol. Stillstand 


” 


Herz schlagt 

sehr 
schwach 
systol. Stillstand 


” ” 


” ” 


Herz schlagt 


” ” 


” ” 
systol. Stillstand 


Pflanzen, die seit dem 22. April taglich mit 
Lésungen von Mohrschem Salz und Kupfersulfat behandelt wurden. 
Befunde der am 20. Juli vorgenommenen Untersuchung je eines Blattes: 








| 


. Kontrollpflanze | 


2. Pflanze mit je 10y re | 
und Cu taglich geg ossen | 


. Pflanze mit je 1007 Fe | 
und Cu taglich gegossen | 


. Pflanze mit je 1000+ Fe| 
und Cu taglich gegossen 


Frosch- 
gewicht 
in g 


43,0 
28,0 
29,5 
27,0 


43,0 
23,0 
30,0 


25,0 


24,0 
22,5 
21,5 
30,0 
30,5 
35,0 
24,0 
29,0 


“fnjizierte Dosis der 
Trockensubstanz in g 
fiir 1g Frosch 


0,000 75 
0,000 85 
0,000 9 
0,001 


0,000 7. 
0,000 85 
0,000 9 
0,001 


0,000 75 
0,000 85 
0,000 9 
0,001 
0,000 75 
0,000 85 
0,000 9 
0,001 


Herzkammerbefund 


Herz schlagt 


systol. Stillstand 


Herz schlagt 
systol. Stillstand 
Herz schlagt 


systol. Stillstand 


” ” 


Herz schlagt 


” ” 
systol. Stillstand 


” ” 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 


Wie die gekiirzten Protokolle einiger als Beispiele zitierten Unter- 
suchungen zeigen, lassen die Versuche erkennen, da weder Eisen, noch 
Kupfersulfat, noch eine Kombination der beiden auf die Herzwirksam- 
keit der Blatter der in Tépfen kultivierten Digitalis purpurea einen 
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nennenswerten EinfluB ausiiben. Die geringfiigigen zuweilen beob- 
achteten Steigerungen der Herzwirksamkeit bei kurzfristiger Be- 
handlung der Pflanzen mit Fe liegen zu nahe an den Fehlergrenzen der 
Methodik, als daB sie fiir irgendwelche Schliisse hinsichtlich des Ein- 
sreifens des Fe in den Glykosidstoffwechsel der Digitalis verwertet 
werden kénnen. Auch bei den eingreifenden Schaidigungen, welche 
Zusatze starker konzentrierter Kupfer- und Eisenlésungen (1000 y und 
dariiber von Fe, Cu und Fe + Cu taglich) im Wachstum der so be- 
handelten Pflanzen hervorrufen, lassen sich keine augenfalligen Ande- 
rungen des Glykosidstoffwechsels feststellen. Da auch kein Unterschied 
im Wachstum der mit nicht schaidlichen Mengen Eisen und Kupfer 
behandelten Pflanzen zu bemerken war, so diirfte die Anwendung 
von Kupfer und Eisenzufuhr iiber das erforderliche Minimum hinaus 
keine Vorteile bei der Kultur von Digitalis bieten. 


Literatur. 
1) R. Wasicky, diese Zeitschr. 113, 1, 1921. —- 2) O. Dafert, Zeitschr. 
f. angew. Bot. 1921. — 3) E. Pick u. R. Wasicky, Wien. med. Wochenschr. 
1917, S. 290. 





Nachweis und Bestimmung von Kupfer mittels Farbreaktionen', 
Von 
Pierre Thomas, Villette (Vaud, Schweiz). 


(Eingegangen am 31, Juli 1937.) 


1921 habe ich zusammen mit G. Charpentier gefunden, daB dic 
alkalische Losung von Phenolphthalin, die 1901 von Kastle zum Nach. 
weis von pflanzlichen Oxydasen (1), 1903 von Meyer fiir den Nachweis 
von Blut und Kiter (2) vorgeschlagen wurde, ein auBerst empfindliches 
Xeagens auf Kupfer darstellt (3). Eine Lésung dieses Metalls in de: 
Verdiinnung 1:10-® gibt mit Phenolphthalin eine Rosafarbung, dic 
alsbald in lebhaftes Rot tibergeht. Wird die Konzentration auf 10 °, 
d.h. ein Hundertmillionstel heruntergesetzt, so tritt die Farbung 
erst nach einigen Minuten ein und bleibt sehr schwach, jedoch vor 
allem im Vergleich mit einem entsprechenden Blindversuch, deutlich 
erkennbar. 

Wir dachten sofort an eine Verwendung dieser Farbreaktion zur 
kolorimetrischen Kupferbestimmung und konnten feststellen, daB sie 
sich ausgezeichnet dafiir eignet, wenn man eine von _ organischen 
Substanzen befreite Lésung des Metalls verwendet. Gleichzeitig haben 
wir nattirlich die Empfindlichkeit der Phenolphthalinreaktion mit 


derjenigen von bis dahin schon vorgeschlagenen Nachweisreaktionen 
verglichen. 


Diese bisher bekannten Reaktionen waren: 

1. Kaliumferrocyanid gibt in saurer Lésung eine rétliche Triibung. 
Die Nachweisgrenze liegt bei einer Konzentration von 2 .10~-§. Eine 
von Maquenne und Demoussy vorgeschlagene Zugabe von geringen 
Mengen Zinksalz (4) zur Analysenlésung erhoht die Empfindlichkeit 
nicht. 

2. Hamatoxylin gibt nach H. Bradley mit Kupfersalzen eine Blau- 
farbung (5). Diese Reaktion ist empfindlich, jedoch scheint die Nach- 
weisgrenze nicht unter 10-7 zu liegen. AuBerdem ist der Farbton sehr 
stark vom py der Versuchslésung abhangig, was diese Reaktion wenig 
empfehlenswert macht. Die Verwendung von Hamatein an Stelle von 
Hamatoxylin liefert keine besseren Ergebnisse. 

3. Formaldoxim in deutlich alkalischer Lésung, auf das Bach 
schon 1899 hingewiesen hatte (6), stellt ein ausgezeichnetes Mittel zur 
kolorimetrischen Bestimmung dar. Bei Gegenwart von Kupfer erhalt 
man eine dunkelgriine Farbung. Sind jedoch nur geringe Kupfermengen 
vorhanden, so ist die auftretende Farbe violett und die Intensitat ist 
der vorhandenen Kupfermenge proportional. Das von uns verwandte 


' Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. 
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Reagens wurde nach der Vorschrift von Bach und Denigés dargestellt, 
indem 2g Hydroxylaminchlorhydrat und 2 ccm Handelsformol in 
wenig Wasser gelést und dann auf 100 cem aufgefiillt wurden. Das 
Reagens gab mit Kupfer in einer Verdiinnung von 3. 10-7 noch eine 
erkennbare Farbung, falls gewisse VorsichtsmaBregeln beachtet wurden. 
Die Reaktion der Mischung muB deutlich alkalisch sein und ein Uberschub 
von Formaldoxim ist zu vermeiden, da hierdurch die violette Farbe 
zu einem rétlichen (zwiebelschalenfarbigen) Ton verblaBt und damit 
eine kolorimetrische Bestimmung unmdéglich macht (7). 

Wie man sieht, ist das Reagens von Kastle- Meyer empfindlicher als 
die soeben aufgezahlten und seine Anwendung erlaubt daher die Grenze, 
bei der das Kupfer aufhért, durch Farbreaktionen nachweisbar und 
kolorimetrisch bestimmbar zu sein, weiter hinauszuschieben. 

Man kennt seit 1892 eine Farbreaktion, die das Urobilin in Gegen- 
wart von Kupfersalzen gibt, und auf die zuerst Bogomolow hingewiesen 
hat (8). Es handelt sich um eine Rotfarbung, die schon im folgenden 
Jahr von Studenski mit Erfolg zur Bestimmung des Urobilins verwandt 
wurde (9). Die Versuchsmethodik des genannten Autors wurde 1913 
von Th. Hausmann vervollkommnet (10), der zeigte, daB die Reaktion 
nicht sauer sein soll. An Stelle der kolorimetrischen Bestimmung 
benutzte Hausmann lieber die Verdiinnung der Lésung bis zum Ver- 
schwinden der spektralen Adsorptionsbanden. Er scheint jedoch nicht 
an die Anwendung dieser Reaktion zur Kupferbestimmung gedacht 
zu haben. 

Erst nachdem die von Urobilin mit Kupfersalzen gebildete Ver- 
bindung 1924 von A.J. L. Terwen (11) dargestellt und untersucht 
worden war, wurde 1930 von Emmerie (12) eine Mikrobestimmungs- 
methode des Kupfers, die auf der Abscheidung dieser Verbindung 
beruhte, ausgearbeitet. Diese Methode gestattet nach den Angaben des 
Autors die Bestimmung von 10 y Kupfer noch mit Sicherheit. Die 
Grenze dieser Bestimmungsmethode liegt bei 1 y Kupfer. 

Vor kurzem haben Gabriel Bertrand und de Saint- Rat (13) die Rosa- 
bis Rotfarbung, die verdiinnte Lésungen von Kupfersalzen mit Urobilin 
geben, zur kolorimetrischen Bestimmung dieses Metalls empfohlen. 
Ohne genauere Angaben zu machen, schreiben sie dieser Reaktion 
eine gréBere Empfindlichkeit als anderen bekannten Reaktionen zu. 

Es erscheint eigenartig, da diese Autoren die Reaktion von Urobilin 
mit Kupfer als neu beschrieben haben, denn die Ergebnisse Bogomolows 
werden in Neubergs Monographie iiber den Harn zitiert (Berlin 1911, S. 911). 
Andererseits weist eine neuere Veréffentlichung von M. Royer (L’urobiline 
a état normal et pathologique, Paris 1930) ausfiihrlich sowohl auf diese 
als auch auf die Studenskische Arbeit hin. 


Da in der Biochemie der Bestimmung von Kupferspuren mit 
einer so bequemen wie der kolorimetrischen Methode grofes Inter esse 





398 P. Thomas. 


zukommt, schien es mir schon lange wichtig, die Empfindlichkeit der 
Urobilinreaktion mit derjenigen der Reaktion von Kastle-Meyer, die 
ich mit Charpentier angegeben habe, zu vergleichen. Der Vorrang ist 
dann augenscheinlich der Reaktion zuzuerkennen, die bei gleicher 
Bequemlichkeit und Spezifitat die empfindlichere Methode liefert. 

Zu diesem Zwecke haben wir hochgereinigtes Urobilin nach den 
Angaben von H. Fischer dargestellt. Die Kupferlésungen in ent- 
sprechender Verdiinnung wurden mit destilliertem Wasser bereitet, 
das in einer Apparatur aus Hartglas, die so konstruiert war, daB das 
MitreiBen von Fliissigkeit sicher vermieden wurde, zweimal destilliert 
worden war. Die Versuche wurden in GefaéBen aus Pyrexglas ausgefiihrt, 
die sorgfaltigst gereinigt und vor Staub geschiitzt wurden. 

Ohne auf weitere Versuchseinzelheiten einzugehen, teile ich hier 
die erhaltenen Ergebnisse mit: 





Kupfer (y/ecm) | Verdiinnung Urobilin Phenolphthalin 


1 10-6 deutliche Reaktion sehr deutliche Reaktion 
0,5 5 .10-7 % 9 36 ss ri 
(langsam auftretend) 
0,1 1-7 sehr schwach deutliche Reaktion 
(langsam auftretend) 
0,01 10-8 keine Reaktion schwache Reaktion 
0,005 5.10-9 os re zweifelhafte —,, 
Daraus geht klar hervor, daB die Bestimmung von Kupferspuren 
mit Phenolphthalin ungleich empfindlicher ist als die mit Urobilin, 
vor allem dann, wenn man die Grenze, bis zu der die Mikrobestimmung 
nach Emmerie anwendbar ist, unterschreitet (unter 1 y). Es ist sicher, 
daB in diesem Falle eine gewisse Ungenauigkeit der Resultate auftreten 
kann, aber diese Schwankungen sind sowohl bei der Bestimmung des 
Kupfers mit Urobilin als auch mit Phenolphthalin vorhanden, denn 


sie sind in der kolorimetrischen Bestimmungsmethode selbst begriindet. 


Literatur. 

1) Kastle, Amer. Chem. J. 26, 527, 1901. — 2) Meyer, Miinch. med. 
Wochenschr. 50, 1492, 1903. —- 3) P. Thomas u. G. Charpentier, C. r. Acad. 
Sciences 178, 1082, 1921. —- 4) Maquenne u. Demoussy, ebenda 168, 489. 
1919. — 5) H. C. Bradley, Amer. J. Sciences, 4° s, 22, 326, 1906. — 6) A. Bach, 
C. r. Acad. Aciences 128, 363, 1899. — 7) P. Thomas u. G. Charpentier, Bull. 
Soe. chim. biol. 4, 143, 1922. — 8) Bogomolow, Petersb. med. Wochenschr. 
Nr. 16, 1892. — 9) Studenski, ebenda 1893, S. 283. — 10) Th. Hausmann, 
Deutsch. med. Wochenschr. 39, 360, 1913. — 11) A.J. L. Terwen, Dissert 
Amsterdam 1924. — 12) A. Emmerie, Chem. Weekbl. 1930, S. 552. 
13) G. Bertrand u. de Saint-Rat, Ann. Inst. Pasteur 58, 26, 1937. 
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Uber das Redoxsystem Methamoglobin-Hamoglobin. I. 
Von f 


R. Havemann und K. Wolff. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 13. August 1937.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Conant! hat vor nunmehr 14 Jahren erstmalig iiber Messungen des 
Oxydations-Reduktionspotentials des Systems Methamoglobin-Hamo- 
vlobin berichtet. Er war der erste, der exakt beweisen konnte, daB bei 
der Oxydation des Hamoglobins zu Methamoglobin je prosthetische 
Gruppe ein Elektron freigesetzt wird, d.h. fiir jedes Hamoglobin- 
molekiil (Mol.-Gew. 68000) vier Oxydationsaquivalente verbraucht 
werden. Damit wurde bekanntlich der alte Streit iiber den ,,Sauerstoff- 
gehalt** des Methamoglobins zugunsten der von Kiister® aufgestellten 
und von Heubner*, von Reinbold*, Lipschitz® u.a. verteidigten Met- 
hamoglobinformel entschieden, wonach Oxyhamoglobin viermal soviel 
Sauerstoff enthalt wie Methimoglobin. Michaelis®, der die exakte 
Reproduzierbarkeit der Conantschen Messungen und die Méglichkeit 
thermodynamischer SchluBfolgerungen hieraus wiederholt bestritten 
hat, laBt jedoch die Beobachtung gelten, daB wenigstens der Endpunkt 
der Titration elektrometrisch scharf erkannt werden kann. Das Urteil 
von Michaelis stiitzt sich im wesentlichen auf die Angaben, die Conant 
selbst iiber die verschiedenartigen Schwierigkeiten und Widerspriiche 
seiner Messungen gemacht hat. Conant gelang es insbesondere nicht, 
die theoretisch wichtige Frage der py-Abhangigkeit des Methamoglobin- 
potentials befriedigend zu behandeln. Seine hierzu veréffentlichten 
Werte sind wenig iiberzeugend und lassen eine einfache theoretische 
Deutung nicht zu. Da den Untersuchungen Conants allgemein erhebliche 
prinzipielle Bedeutung beigemessen wird, andererseits den Einwanden 
von Michaelis nicht jede Berechtigung abgesprochen werden kann, 
erschien es uns lohnend, durch nochmalige experimentelle Behandlung 
eine Klarstellung zu versuchen. 


1 J. B. Conant, J. of biol. Chem. 57, 401, 1923; 62, 595, 1925; 76, 207, 
1928; 79, 80, 1928; 86, 733, 1930. — * Kiister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 
165, 1910; 110, 107, 1920; 121, 121, 1923. —— * Heubner, Arch. f. exper. Path. 
u. Pharm. 72, 241, 1913. —- 4 von Reinbold, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 
250, 1913. — ° Lipschitz, ebenda 146, 1, 1925. -— ® Michaelis, Abder- 
haldens Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. V, Teil 10, S. 702 (Berlin 1935). 





R. Havemann u. K. Wolff: 


Experimentelles. 

Durch Elektrodialyse nach Ettisch und Groscurth' wurden aus mehrfac| 
mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen Rindererythrocyten et\ 
20- bis 30°,ige Hamoglobinlésungen gewonnen, die im Eisschrank iibe: 
Monate haltbar sind. Ein Teil des Hamoglobins geht allerdings mit de: 
Zeit in Methamoglobin tiber, was fiir die vorliegende Untersuchung natiirlic! 
ohne Bedeutung war. Es gelangten sowohl frische Lésungen mit ganz 
verschwindendem Methimoglobingehalt als auch bis zu 6 Monate alte 
stark methamoglobinhaltige Lésungen zur Untersuchung, ohne daB hierbe 

voneinander abweichende MeBergebnisse by 
obachtet werden konnten. 


Beschreibung eines Versuches. 


In dem in Abb. 1 skizzierten Elek 
trodengefaB wurden 5,00 ccm einer 
20,46 °,igen Haimoglobinlésung mit 
50,00 com m/15 NaH, PO, - Pufferlésung 
vermischt. Das Gefa befand sich ge- 
meinsam mit zwei gesittigten Kalomel- 
elektroden in einem bei 38,0°C auf 0,01° 
konstant gehaltenen Paraffinthermostaten. 
Die beiden Kalomelelektroden wurden 
haufig miteinander verglichen und inner- 








halb der Empfindlichkeit des Elektro- 
meters (0,01 Millivolt) fiir gleich befunden. 
Das Potential der im Elektrodengefal 
befindlichen blanken Platinelektrode wurde 


i gegen eine der Kalomelelektroden ge 
y- | a es messen. Zur Messung wurde eine Walzen 
Flektrode ITT} meBbriicke von Hartmann und Braun mit 
vorgeschaltetem Widerstand zur Erhéhung 
; der Empfindlichkeit verwendet.  Null- 

Abb. 1. Gefi® zur Messung von ‘ es ae 
Redoxpotentialen. instrument war das Kapillarelektrometer 
mit kleiner Kapazitét nach Havemann®*. 
Wahrend sehr sorgfaltig von Sauerstoffresten befreiter Stickstoff 
das GefaiB durchstrémte, wurden auf einmal 0,6 cem 0,0855 n K, Fe (CN)¢- 
Léosung zugesetzt. Gleichzeitig wurde standig mit konstanter Drehzah| 
(78 Umdrehungen/Minute) geriihrt. Nachdem das GefaiB temperiert 
und sicher aller Sauerstoff vertrieben war, was am Konstantbleiben des 
Potentials erkennbar war, wurde mit frischer unter Sauerstoffausschlul 
angesetzter Na S,O,-Lésung reduziert. Die Einstellung des Potentials 
wahrend der Reduktion erfolgt sehr langsam. Wird die Reduktion in 





1 Kttisch u. Groscurth, diese Zeitschr. 266, 442, 1923. — * Havemann. 
Zeitschr. f. Elektrochem. 40, 117, 1934; Wreschner, Abderhaldens Handb. 
d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I], Teil 3, S. 3339—-3400, 1934. 
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wenigen Schritten und mit langen Wartepausen (1 bis 3 Stunden) 
ausgefiihrt, so erhalt man Potentialkurven, die mit den spater bei der 
Oxydation erhaltenen véllig tibereinstimmen. Nachdem wir uns hiervon 
mit Sicherheit iiberzeugt hatten, verzichteten wir meistens auf die 
zeitraubende Messung wahrend der Reduktion. Nachdem also die 
Reduktionsreaktion sicher vollstandig abgelaufen und ein konstantes 
Potential erreicht war, wurde mit 0,0855 n K, Fe(CN),-Lésung oxydiert. 
Auch hierbei erfolgt die Einstellung des Potentials besonders anfanglich 
langsam, wahrend gegen Ende der Titra- 
tion schneller konstante Werte erreicht 
werden. 





Bemerkenswerterweise steigt auf Zu- 
gabe neuer Ferricyanidlésung das _ Po- 
tential zunaichst weit iiber den Wert 
hinaus, der dem Gleichgewichtszustand 





entspricht, um dann langsam abzufallen. 
Dieser Befund deutet darauf hin, daB nicht 
unbedingt Vorginge an der Elektrode fir 
die langsame Potentialeinstellung ver- 











“i 42 -O7 04 5 06 07 
ccm 
antwortlich zu machen sind, sondern daB adic; Gupte en tie. 
die Oxydation selbst mit erheblicher Ver- globin zu Methimoglobin. 
pa . ° ss ° Kreise: beobachtet; 
zogerung zum Gleichgewicht fiihrt. Diese tiny tediaiiedal’ 
Deutung wiirde allerdings die weitere 
Annahme in sich schlieBen, daB im Ungleichgewicht das Potential an 
der Elektrode von dem System positiveren Potentials, d. h. des tiber- 
schiissigen Ferricyanid Ferrocyanidsystems bestimmt wird,  wofiir 
manches Argument spricht. In der Literatur ist allerdings haufig gerade 
von der schnellen Reaktion zwischen Haimoglobin und Ferricyanidion 
berichtet worden, doch muB im vorliegenden Falle bedacht werden, 
daB noch sehr geringe Mengen iiberschiissiges Ferricyanid erhebliche 
Potentialsteigerungen bewirken miissen, wenn, wie hier, das sich ein- 
stellende Gleichgewichtspotential geniigend negativer als das Ferri- 
cyanid-Ferrocyanidpotential ist. Da man sich gegen Ende der Titration 
dem Potential des oxydierenden Systems erheblich nahert, ist die hier 
beobachtete schnellere Potentialeinstellung ebenfalls im Einklang mit 


dieser Deutung. 


Nach Beendigung der Titration wurde die Wasserstoffionen- 
aktivitat durch py-Messung mit der Glaselektrode bestimmt. Die 
Ergebnisse des oben beschriebenen Versuches sind in Abb. 2 dargestellt. 
Die beobachteten Potentialwerte befinden sich in befriedigender Uber- 
einstimmung mit denen, die theoretisch zu erwarten waren. Auch ergibt 
sich mit groBer Genauigkeit die Aquivalenz von 4 Molen Ferricyanid 
und 1 Mol Hamoglobin. 





402 R. Havemann u. K. Wolff: 


Gleichartige Messungen wurden bei anderen Werten der Wasser. 
stoffionenaktivitat ausgefiihrt und fiihrten zu den in Abb. 3 dargestellten 
Ergebnissen. Dabei wurden geeignete Phosphatpuffergemische, zum 
Teil unter Zusatz von HCl, benutzt. Die ausgezogene Linie in Abb. 3 


‘yy 


hat die Neigung Volt/pu. Die unterhalb py 6,2 beobachtete Ab- 


F 
weichung der Potentialwerte von dieser Linie steht méglicherweise im 
Zusammenhang mit der Beobachtung, daB Methaimoglobin bei py 5 
unter unseren Versuchsbedingungen teilweise ausgefallt wurde. Den 
Werten kann deswegen noch keine entscheidende Bedeutung zukommen 
und es sollen darum Messungen bei geringerer Hamoglobinkonzentration 
als 2%, ausgefiihrt werden. 

















Abb. 3. Abhiingigkeit des Redoxpotentials des halboxydierten Systems vom Pu: 


Theoretisches. 


Unsere Messungen haben gezeigt, daB es in der Tat méglich ist, 
mit der blanken Platinelektrode das Oxydations-Reduktionspotentia! 
von Methamoglobin-Hamoglobingemischen zu bestimmen. Messungen 
bei verschiedenen Wasserstoffionenaktivitaten haben gezeigt, daB das 
Redoxpotential unseres Systems durch die folgende Gleichung de- 
finiert ist: 

y RT {Methb.] 


R 
E 526 + F log [H) +; log [Hb] ” 


Ey, = + 526 Millivolt (7 = 311,2°). 


Es sind demnach alle Anspriiche erfiillt, die vom thermodynamischen 
Standpunkt an ein solches System gestellt werden. (Es ist selbst- 
verstandlich, daB die Absolutwerte von E und £, noch stark unter dem 
EinfluB der Ionenaktivitéten des Puffergemisches stehen.) 


Die wichtigste SchluBfolgerung aus den experimentellen Ergebnissen 
ist, daB bei der Oxydation von Hamoglobin zu Methamoglobin je ab- 
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gegebenes Elektron ein Wasserstoffion gebildet wird. Der chemische 
Vorgang der Oxydation laéBt sich also folgendermaBen darstellen : 


Hb — 4e = Methb + 4H. (3) 


Wenn die unterhalb von py 6,2 beobachtete Abweichung von diesem 
Verhalten real ist, so wiirde das bedeuten, daB dort weniger bzw. keine 
H’-Ionen gebildet werden. Wie im folgenden gezeigt werden soll, ware 
ein solches Ergebnis in der Tat sehr plausibel. 

Es wird heute bekanntlich allgemein angenommen, da bei der 
Oxydation des Hamoglobins zu Methamoglobin das Hamoglobineisen 
von der zweiwertigen Stufe in die dreiwertige tibergeht. Wenn auch 
diese Annahme mit sehr vielen Beobachtungen in Einklang steht, so 
ist ein zwingender Beweis dafiir, daB die Oxydation gerade an dieser 
Stelle erfolgt, noch nicht erbracht worden. Auf Grund unserer Ergebnisse 
laBt sich unseres Erachtens dieser Beweis in einfacher Weise erbringen. 


Wir nehmen an, da gemaiB Gleichung (4) 
= Fe —e= = Fe (4) 


im Sauren die Abgabe des Elektrons (e) zu dem einwertigen Kation 
= Fe’ fiihrt. Bei dieser Reaktion werden keine Wasserstoffionen ge- 
bildet, das Redoxpotential ist also unabhingig von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration und wiirde bei etwa + 180 Millivolt liegen (siehe 
Abb. 3). Das positive Ion = Fe wird mit abnehmender Wasserstoff- 
ionenkonzentration in ganz der gleichen Weise wie z. B. normale drei- 
wertige Fe’’-Ionen folgendermaBen hydrolysieren: 


= Fe +H,O= = FeOH +H. (5) 
Danach wiirde die Bruttoformel fiir die Oxydation im Alkalischen 
(oberhalb py 6,4) lauten: 


= Fe—e+H,O= = FeOH+H. (6) 


Hier wiirde also, ganz wie es aus dem experimentellen Ergebnis 
einwandfrei hervorgeht, bei Abgabe eines Elektrons ein H’-lon gebildet 
werden. Der Gleichung (4) wiirde der waagerechte Verlauf der E, /pu- 
Kurve im Sauren entsprechen, wahrend mit zunehmender Hydrolyse 
des = Fe’ nach den Gleichungen (5) und (6) diese Kurve die Neigung 


7 


F Volt /pu, die mit Sicherheit beobachtet wurde, annehmen mul. 


Auf Grund der von uns beobachteten Werte wiirde die Hydrolyse 
des = Fe’ bei etwa pu 4,5 beginnen und ab px 6,4 praktisch vollkommen 
sein. Die Hydrolysenkonstante 

(= FeOH) (H’) 


K= (= Fe) (7) 
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wiirde danach etwa den Wert 


K = 10 5,5 — 0,3 ° 10- , 


besitzen. Nach Angaben von Bjerrum! ist die Hydrolysenkonstante 
der ersten Hydrolysenstufe des Fe"’-Ions: K = 24.10~4, wonach unser 
Wert fiir die Hydrolyse der ,,dritten‘* Stufe plausibel erscheint, soweit 
ein Vergleich dieser Zahlen itiberhaupt gestattet ist. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird experimentell bestatigt, da das Redoxpotential des 
reversiblen Redoxsystems Methimoglobin-Hamoglobin in befriedigender 
Weise mit der blanken Platinelektrode gemessen werden kann. 

2. Aus den Beobachtungen ergibt sich, daB oberhalb py 6,4 bei 
der Oxydation von 1 Mol Hamoglobin zu Methamoglobin 4 Mole 
Wasserstoffionen gebildet werden, 

3. Es wird eine einfache Theorie der Methamoglobinbildung mit- 
veteilt. 


* Bjerrum, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 350, 1907. 
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Die Bedeutung des Kérperfettes fiir die Wirmebildung 
im Organismus '. 
Von 
Francis G. Benedict und Robert €. Lee. 
(Aus dem Ernahrungs-Laboratorium der Carnegie Institution in 
Washington, Boston, Massachusetts. ) 
(Eingegangen am 12. Juni 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Frage der Warmeerzeugung im lebenden Organismus ist in 
unserem Institut seit seinem Bestehen eingehend bearbeitet worden. 
Welche Gesetze bestimmen die Warmeerzeugung und welche Faktoren 
regulieren sie ? Der EinfluB der gréberen duBeren Faktoren wie Nahrungs- 
aufnahme, AuBentemperatur und ganz besonders Muskeltatigkeit, sind 
gegenwartig genau bekannt, und es bedarf einer Verfeinerung der 
Methoden zur Messung der Wiirmeabgabe. um gewisse Nebenprobleme 
klarzustellen. Der Grundumsatz schwankte je nach der Kérpergrébe 
und der Tiergattung. Uber die Ursachen dieser Veranderlichkeit sind 
zahlreiche Untersuchungen ausgefiihrt worden. Zuniichst ist hier an die 
chemische Zusammensetzung des Kérpers zu denken. Man nimmt all- 
gemein an, da8 die Skelettstruktur fiir den Wiarmeumsatz ohne Be- 
deutung ist. Ebenso wird das Wasser als solches, welches etwa 60°, 
des tierischen Ké6rpers ausmacht, als energetisch bedeutungslos be- 
trachtet, und die gleiche Meinung besteht allgemein hinsichtlich des 
Korperfettes. Danach ware das Eiweif die Hauptenergiequelle im 
Korper. 

Die haufigen Fille von Fettleibigkeit und die iibliche Mastung von 
Tieren bieten nun Gelegenheit, den EinfluB des Fettes auf den Grund- 
umsatz oder auf die Warmeerzeugung zu untersuchen. Aus _ver- 
gleichenden Messungen der Warmeerzeugung normaler und fettleibiger 
Menschen hat man geschlossen, da der Fettleibige pro Einheit der 
Kérperoberfliche die gleiche Wairmemenge erzeugt wie der Normale. 
Jedoch ergibt sich ein ganz anderes Bild, wenn man den Stoffwechsel 
eines und desselben Individuums bei Beginn einer Untersuchungsreihe 
mit dem Umsatz desselben Individuums vergleicht, nachdem es _ be- 
trichtliche Fettmengen angesetzt hat. Experimentell kann dies bequem 
an Tieren, die rasch fett werden, z. B. an Gansen wahrend der Mastung, 
beobachtet werden. Bei einer solchen iibermaBigen Fiitterung wurden 
vom Kérper ungeheuere Fettmengen, jedoch nur unbetrachtliche 

1 Otto von Fiirth zum 70. Geburtstag. 

Biochemische Zeitschrift Band 293. 
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Mengen von Eiweil gespeichert. So konnte der Grundumsatz vor 
Gansen bei zwei verschiedenen Gewichten verglichen werden, wobei cic 
Tiere in beiden Zustinden etwa die gleiche EiweiBmenge besaben 
wahrend ihr Gewicht nach der Mastperiode um 30 bis 50°, zugenommen 
hatte. 

Ks ist bekannt, daB von zwei Tieren von verschiedener Korpergriiie 
das gr6éBere in 24 Stunden eine gréBere Warmemenge produziert als 
das kleinere. Unsere Untersuchungen an Gansen, iiber deren Einze'- 
heiten demnachst in einer Monographie der Carnegie Institution be- 
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a 
Abb. 1. Gesamtwiirmeerzeugung in 24 Stunden in Abhingigkeit vom Ké6rpergewicht ausge- 
wachsener Giinse. Messung bei thermischer Neutralitét nach 24 stiindigem Hungern der Ginse 


richtet werden wird, haben ergeben, daB diese Verallgemeinerung zu 
Recht besteht, denn der Unterschied der Gesamtwarmeerzeugung bei 
gréBeren und kleineren Végeln ist nahezu proportional den Gewichts- 
unterschieden (Abb. 1). Die Ganse waren alle ausgewachsen, und die 
GréBenunterschiede beruhten daher hauptsdchlich auf dem_ ver- 
schieédenen Fettgehalt. Wenn Fett fiir den kalorischen Umsatz un- 
wirksam wire, diirfte die Warmeerzeugung hier nicht mit steigendem 
Korpergewicht anwachsen. 

Andererseits haben zahlreiche Versuche ergeben, daB im all- 
gemeinen die Warmeerzeugung pro Gewichtseinheit um so niedriger ist, 
je groBer die Tiergattung ist, denn in diesem Falle wachst sie gewohnlich 
nicht in demselben MaBe wie das Kérpergewicht. Bei unseren Gansen 
war dagegen die Warmeerzeugung pro kg, z. B. bei Tieren von 4,5 bis 
7,5 kg, im wesentlichen dieselbe (siehe Abb. 2) bei den verschiedenen 
Gewichten. Dies bedeutet, dab — anders als bei friiheren Versuchen 
mit verschiedenen Tiergaftungen — in unseren Versuchen bei héheren 
Gewichten die Warmeerzeugung pro Gewichtseinheit zunimmt anstatt 
geringer zu werden. Da beim Masten erwachsener Ganse, wenn tiber 
haupt, nur eine geringe EiweiBzunahme des K6rpers stattfindet, ist e- 
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klar, daB die Zunahme der Warmeproduktion eine Folge der Fett- 
vermehrung ist. Das Korperfett sollte daher nicht als kalorisch un- 
wirksam betrachtet, sondern zu den energieerférdernden Stoffen ge- 
rechnet werden. 

Bisher fehlen Messungen des Grundumsatzes an fetten Menschen 
vor und nach der Gewichtszunahme, es ist jedoch einleuchtend, daB 
der Fettleibige fiir die gleiche auBere Arbeitsleistung mehr Kalorien 
benétigt. Aber auch wenn sich der Fettleibige in Ruhe befindet, wie 
bei Grundumsatzversuchen, wirkt das Vorhandensein von Koérperfett 
auf die Zirkulationsarbeit, die das Herz zu leisten hat, ganz zu schweigen 
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Abb. 2. Wirmeerzeugung pro kg Kérpergewicht in 24 Stunden in Abhiingigkeit vom Kérpergewicht 
vusgewachsener Ginse. Messung bei thermischer Neuralitéit nach 24 stiindigem Hungern der Ginse. 


von der Respirationstatigkeit der Lungen. So verursacht das Kérperfett 
also direkt und indirekt eine Umsatzvermehrung. 

Wir haben Versuche mit verschiedenen Mauserassen durchgefiihrt, 
unter denen sich die Fettmaus durch ihren besonders hohen Fettgehalt 
vor normalen Mausen auszeichnet!. Die Mause wurden am Ende der 
Versuche analysiert und so direkt der EiweiBb- bzw. der Stickstoff- 
sowie der Fettgehalt bestimmt. Die Unterschiede bei Albino-, Fett- 
und Zwergmaus (deren Gewicht 21 bzw. 59 bzw. 8g betragt) zeigt 
Tabelle I. 

Tabelle I. 





. 4 Fett- und eae " 

i Wasserfreies wasserfreies Stickstoff- 

ass Cir rgewie rewebe e 5 rehalt 
Mauserasse Kirpergewicht Gev Gewebe gehé 


g g 3 


7,34 4,8 0,513 
Fettmaus 5S 36,40 5,0 0,614 
Zwergmaus 2,70 1,9 0,196 


Das Gewicht des wasserfreien Gewebes betragt bei der Albino- und 
bei der Zwergmaus ein Drittel, bei der Fettmaus jedoch betrachtlich mehr 
als die Halfte des Gesamtgewichts. Die Menge des fett- und wasserfreien 
Gewebes ist bei der Albino- und Fettmaus im wesentlichen dieselbe, bei der 


1 F.G. Benedict u. R.C. Lee, Ann. de Physiol. 12, 983, 1936. 


yr 4 | *x 
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Zwergmaus ist sie dagegen, wie zu erwarten, viel geringer. Da das fett 
und wasserfreie Gewebe in der Hauptsache aus EiweiB besteht, ergeben sic} 
dieselben Beziehungen aus den Werten des Gesamtstickstoffs im Koérper, 
d. h. obgleich die Fettmaus annahernd dreimal soviel wiegt wie die Albinc 
maus, enthalten beide ungefahr dieselbe Menge Koérperstickstoff. Dj: 
Zwergmaus dagegen enthalt nur etwa den dritten Teil Stickstoff der beiden 
anderen. Die Menge Kérperfett ergibt sich aus der Differenz zwischen dem 
wasserfreien und dem fett- und wasserfreien Gewebe bei der Albinomaus 7\) 
2,54 g und bei der Fettmaus zu 31,5 g, d. i. zwélfmal soviel. Dagegen weis 
die Zwergmaus nur 0,83 g Fett auf. 


Die Fettmaus und die Albinomaus haben also den gleichen Gehalt 
an Korperstickstoff, obwohl erstere annahernd dreimal soviel wievt 
wie letztere. 


Der Grundumsatz der drei Mauserassen wurde sorgfaltig gemessen. 


und zwar wurden zum Vergleich herangezogen erstens die gesamte in 
24 Stunden gebildete Warmemenge, zweitens die Warmeerzeugung 
pro Kilogramm Kérpergewicht und drittens die pro Einheit der Kérper- 
oberflache (berechnet aus Kérpergewicht * .9) gebildete Warmemenye 
(siehe Tabelle I1). e 


Tabelle 11. Grundumsatz von Mausen. 





Gebildete Wirmemenge in 24 Std. 


pro Einheit der 
Koérperoberfliche 


(9. G7/a) 
eal cal cal 


Rasse Koérpergewicht 
insgesamt pro kg 


Albino é l 2,85 135 415 
Fettmaus 5S | 6,44 110 475 
Zwergmaus 0,90 110 250 


Die Warmeproduktion ist also von der GréBe der Maus abhangig. 
Die Zwergmaus von 8g Gewicht hat einen Grundumsatz, welcher 
ungefahr einer Kalorie pro 24 Stunden entspricht. wahrend die siebenmal 
schwerere Fettmaus eine etwa siebenmal gréBere Warmeproduktion 
aufweist. Die pro Gewichtseinheit gebildete Warmemenge ist also bei 
beiden dieselbe. Vielfach ist die Meinung verbreitet, daB die Warme- 
produktion pro Einheit der Kérperoberflache bei Warmbliitern un- 
abhangig von der Kérpergr6Be konstant sei. Nun ist aber die pro Einheit 
der Kérperoberflache gebildete Warmemenge bei der Fettmaus an- 
nahernd doppelt so groB wie bei der Zwergmaus und um 15% gréBer 
als bei der Albinomaus. Man kénnte annehmen, daB die Speicherung 
von Fett eine ausgleichende VergréBerung der Kérperoberfliche bewirkt 
wenn dies aber der Fall ware, so miiBte man einen annahernd gleich 
groBen Umsatz bei diesen drei Mauserassen pro Einheit der K6rper- 
oberflache erwarten. Beziiglich der Abhangigkeit des Umsatzes von der 
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Tabelle III. Kleinste gebildete Warmemenge von Mausen. 





Gebildete Wirmemenge in 24 Std. 
nates - pro ¢ 
pases a wa rival peo oe: pro g 
SS PS > re 
ro k oe 5 wasserfreies = 
pro kg Gewebe Gewebde Stickstoff 


Rasse 


eal cal cal eal 


Albino y 135 0,388 0,59 5,56 
Fettmaus 110 0,177 1,29 10,50 
Zwergmaus ; 110 0,333 O47 4,59 


Koérperoberflache diirften Versuche an Patienten mit ausgepragtem 
Qdem vor und nach der Wasserentziehung aufschluBreich sein. 

Von besonderem Interesse ist die Beziehung zwischen der Korper- 
zusammensetzung und der Warmeerzeugung (siehe Tabelle 11). Wenn 
der K6rperstickstoff der ausschlaggebende Faktor fiir den Umsatz der 
Maus ware, so miiBte man kaum einen deutlichen Unterschied im Ge- 
samtumsatz der Fettmaus gegeniiber demjenigen der weiben Maus er- 
warten, da die Kérper beider fast denselben Stickstoffgehalt haben. 
Trotzdem war die Gesamtwarmeerzeugung der Fettmaus pro Tag mehr 
als doppelt so groB wie die der weiben Maus (siehe Tabelle 11). Bezogen 
auf 1 g fett- und wasserfreies Gewebe, welches im wesentlichen Eiweib 
ist, erzeugt die Fettmaus mehr als zweimal soviel Warme wie die weibe 
Maus. Mit anderen Worten: Die Gegenwart von Korperfett erfordert 
eine Verdoppelung der Energieerzeugung von seiten des aktiven plasma- 
tischen Gewebes. Andererseits weist die Zwergmaus, welche rund ein 
Drittel der Albinomaus wiegt, dieselbe Wairmeerzeugung pro Gramm 
TrockeneiweiB auf. Das gleiche Bild ergibt sich aus den Stickstoff- 
werten. Danach ist die Steigerung der Warmebildung durch das Koérper- 
fett unzweifelhaft und kann fiir den Grundumsatz nicht vernachlassigt 
werden. 





Konfigurationsbeziehungen von Athyleyclohexyl- und 
Athylhexylearbinol '. 


Von 
Gi. Ovakimian, Serge Mardashew und P. A. Levene. 
(Aus dem Laboratorium des Rockefeller-Instituts fiir medizinische Forschung. 
New- York.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1937.) 


Aus der Veranderung der Drehungsverhaltnisse bei den auf- 
einanderfolgenden Gliedern einer Reihe von Alkyleyclohexylearbinole 
vom Typus R.CHOH.C,H,, wurde geschlossen, daB das niedrigste 
Glied gegeniiber den héheren Gliedern eine umgekehrte Drehung 
besitzt. Diese Annahme wurde durch die Veranderung der Drehung 
bei den aufeinanderfolgenden Gliedern der Phthalsdiureester bestatigt (1). 
Ahnliche Verhaltnisse wurden in der homologen Reihe der n-Alkyl. 
isopropylearbinole angetroffen, bei welcher das niedrigste Homologe. 
verglichen mit den héheren Homologen, ebenfalls eine entgegengesetzte 
Drehung aufweist. Fiir die Isopropylreihe wurden die aus der Ver. 
schiebungsregel abgeleiteten Verhaltnisse nachtraglich mittels Methoden 
der klassischen organischen Chemie _pestatigt. 

In der Cyclohexylreihe wurde bereits von Levene und Harris (2) 
der Drehungssinn des niedrigsten Gliedes zum Vergleich mit dem des 
Methylhexylearbinols ermittelt. Dieselbe Methode wurde nunmehr 
zur Bestimmung der raumlichen Struktur von Athyleyclohexyl- und 
Athylhexylearbinol angewandt. Das Ergebnis war wie erwartet; aus 
den beiden in ihrer Raumstruktur verwandten Ausgangssubstanzen 
dem Athyllactat und dem Athylhydroxybutyrat, wurden zwei Alkohole. 
Methyleyclohexyl- und Athyleyclohexylearbinol, dargestellt, deren 
Drehungssinn sich von entgegengesetztem Vorzeichen erwies. Di 
Identitat des Athyleyclohexylearbinols wurde nachgewiesen durch 
den Vergleich der Eigenschaften des Methylathers mit denen eines 
bekannten Praparates, das von uns aus Athylphenylcarbinol dargestellt 
wurde. 

Die Reihe von Reaktionen, die vom Athyl-x-hydroxybutyrat zu 
dem 1’-Methoxy-1l-n-propyleyclohexan fiihrt, ist in den folgenden 
Formeln veranschaulicht. 

C,H, C,H, 
OH H—C—OCH, Mg BrC H,(CH»)s CH, Mg Br | 


COOC,H,; COOC,H, 
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C,H, 


C, Hs S H—C—OCH, 


H —C—OCH, he ~ KS—C—O- C<GH i gees emmmmmann 


HO—C< CH ~ SHC H, 


C3 


H-C-OCH, “+ H—C-OCH, 


C, Hy H-O<p HC CH, 


Experimenteller Teil. 
Barium-d, «-H ydroxybutyra’. 

30g «-Aminobuttersdure ({x]j} = + 13,14° in 20°,iger Salzsaure) 
wurden in 107cem 3n Schwefelséure gelést. Zu dieser Lésung wurden 
67,2 g Natriumnitrit, gelést in 250 cem Wasser, langsam und unter gleich- 
maBigem Riihren gegeben, wobei das ReaktionsgefaB in einer Kaltemischung 
aus Kochsalz und Eis abgekiihlt wurde. Nach vollstandiger Zugabe der 
Loésung wurde weitere 1'/, Stunden geriihrt. Das Reaktionsprodukt wurde 
mit Natriumhydroxyd neutralisiert, die neutralisierte Lésung bis zur 
praktisch vollkommenen Trockne konzentriert, der Riickstand mit Phosphor- 
siure angesdéuert und die Saure mit Ather ausgezogen. Die atherische 
Losung wurde abdunsten gelassen, der restliche Ather durch Verdampfung 
entfernt und der Riickstand in das Bariumsalz der d, x-Hydroxybuttersaure 


iiberfiihrt. Ausbeute 47,5 g. 
14,070 mg Substanz: 9,285 mg BaSQ,. 
Ba(C,H,O,)g. Ber.: Ba 39,99. 
Gef.: Ba 41,10. 
[@ al) = i = — 6,63° (in wasseriger Lésung). 


Athyl-d, x-H ydrox ybutyrat. 


32,5 g des hergestellten d, x-Hydroxybutyrats wurden mit 120 cem 
98,5°,igem Athylalkohol in einer Flasche, die mit einem mechanischen 
Riihrer und einem Riickflu@kiihler verbunden war, zur Lésung gebracht. 
Nach vorsichtiger Zugabe von 16,7 cem Schwefelsaure in 21 cem 98,5 °,igem 
Athylalkohol wurde 8 Stunden am RiickfluBkiihler gekiihlt, 20 cem Wasser 
zugesetzt und die Lésung mit gepulvertem Bariumhydroxyd neutralisiert. 
Der Alkohol-Atherextrakt wurde in einem Scheidetrichter mit einer. ge- 
sattigten Lésung von Calciumchlorid geschiittelt und die atherische Lésung 
darauf iiber Nacht iiber wasserfreiem Natriumsulfat stehengelassen. Der 
nach Verdampfung des Athers verbleibende Riickstand wurde destilliert 
und die unter 150 mm Quecksilberdruck bei 114 bis 118° siedende Fraktion 
verwendet. 

4,626 mg Substanz: 9,300 mg CO, und 3,873 mg H,O. 

C,H,.0;. Ber.: C 54,50, H 9,16. 
132,0 Jef.: C 54,82, H 9,36. 
— 4,920 


[a]? os 1.0998 = ~ 5,03° (homogen). 
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Athyl-d, ~-Methoxybutyrat. ca 
56,0 g des gewonnenen Esters wurden in 500g frisch destillierten be 
Methyljodid gelést und in eine Flasche mit drei Ansatzen, die mit einem ™ 
mechanischen Riihrer und einem RiickfluBkiihler versehen war, eingebrac}it. 
In Abstinden von 15 Minuten wurden unter RiickfluBkiihlung je 10 ¢ 
trockenes Silberoxyd, insgesamt 230g, zugefiigt. Das Reaktionsprodukt 
wurde mit Ather ausgezogen, der Ather iiber wasserfreiem Natriumsulfat 
getrocknet und der Riickstand nach Entfernung des Athers fraktioniert. 
Der unter 150mm Druck bei 108 bis 110° siedende Anteil wurde weiter 
verwendet. 
np = 1,3985; a3} = —— 42,77 (homogen). 
6,105 mg Substanz: 12,885 mg CO, und 5,350 mg H,O. 
C,H,,O;. Ber.: C 57,50, H 9,60, CH,O 41,7. 
Gef.: C 57,55, H 9,80, CH,O 38,7. Ww 
cA 
Laevo-1'-methoxy-1-propyleyclohexanol (1). st 
45g Laevoathyl-x-methoxybutyrat, xj) = — 42,77° (homogen), her- - 
gestellt aus x-Hydroxy-n-buttersdéureester nach der Methode von Purdi: ~ 
und Irvine (3), wurden zu iiberschiissigem Pentamethylendimagnesium. s 
bromid (4) gegeben und die Mischung bis zur Beendigung der Reaktion in 
einem Kochsalz-Eisbad gekiihlt. Das Reaktionsprodukt wurde dann durch: 
Eintragung in eine wasserige Lésung von Ammoniumchlorid hydrolysiert. 
Der Alkohol wurde mit Ather ausgezogen, mit Wasser gewaschen, getrocknet 
und unter vermindertem Druck destilliert. Die Ausbeute der unter 13 mm 
Druck bei 110 bis 115° iibergehenden Fraktion betrug 25 g. 
[a]? = — op age 5,819; d{° = 0,960 (im Vakuum). 
D 1. 0,960 . 
[M Ip = -~ 10,0° (homogen). 
3,216 mg Substanz: 8,212 mg CO, und 3,350 mg H,O. 
CyoH»0,. Ber.: C 69,70, H 11,90. ] 
172 Gef.: C 69,63, H 11,65. \ 
‘ ] 
Laevo-1'-methoxy-1-propyl-cyclohexen (1). 
? . | 
10 g Laevo-1’-methoxy-1-prophyleyclohexanol (1), [«]j) = -—— 5,81° ' 


(homogen), wurden in 155 cem trockenem Ather gelést und mit einem 
Uberschu8 von metallischem Natrium (3 g) behandelt, wobei unter heftiger 
Reaktion eine braunlichrote Farbung entstand. 


Nach Stehenlassen iiber Nacht wurde die Fliissigkeit von dem ver- 
bliebenen Natrium abgegossen und mit zwei Molaquivalenten Schwefel- 
kohlenstoff (11g) behandelt, wobei eine feste Masse ausfiel. Nach drei- 
stiindigem Stehenlassen wurden 2,5 Aquivalente Methyljodid (21g) zu- 
gefiigt und die Lésung 12 Stunden am RiickfluBkiihler gekiihlt. Das 
Natriumjodid wurde dann abfiltriert und mit Ather gewaschen; die atherische 
Lésung zu einem Sirup eingedickt. 


Der Sirup wurde daraufhin destilliert. Die bei 170 bis 180° iibergehende 
Fraktion war selbst nach zweifacher Destillation tiber Natrium nicht voll- 
kommen frei von Mercaptan. Sie wurde darum mit Quecksilberchlorid- 
lésung zur Entfernung des Mercaptans gewaschen und darauf mit Natrium- 
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carbonatlésung. Nach Trocknung iiber wasserfreiem Natriumcarbonat 
wurde sie destilliert und lieferte in der Fraktion vom Siedepunkt 173 bis 175° 
einen d}*-Wert von 0,908 (im Vakuum). 


30 a ee 4,20° 
[ln = Tr091 
3,700 mg Substanz: 10,548 mg CO, und 3,991 mg H,O. 


CyoHysO. Ber.: C 77,90, H 11,80. 
154 Gef.: C 77,74, H 12,08. 


4,62°; (M}5) 7,1° (homogen). 


Laevo-1'-methoxy -1-propyleyclohexan. 

0,81 g Laevo-f’-metkoxy-l-prophyl-cyclohexen (1) {x];) = -— 4,62° 
wurden in 5cem Eisessigsiiure gelést und 0,3 g Adamscher Katalysator 
zugegeben. Die Mischung wurde bei 3 Atm. Druck 10 Stunden mit Wasser- 
stoff geschiittelt. Der Katalysator wurde abfiltriert, das Filtrat in ein 
mehrfaches Volumen Wasser gegeben und mit Pentan extrahiert. Der 
Extrakt wurde mit verdiinnter Natriumcarbonatlésung gewaschen, iiber 
wasserfreiem Natriumcarbonat getrocknet und destilliert. Der Siedepunkt 
war fiir Atmospharendruck 187°; d,° = 0,880 (im Vakuum). 


— 6,40° s 
[a aly = Tras = 7,28 ; (MI = — 11,3° (homogen) 


5,203 mg Substanz: 14,725 mg CO, und 5,915 mg H,0O. 


CypHaO. Ber.: C 76,93, H 1 
7,17, H 1 


2,8 
2.7 
2, 


7 
156 Gef.: C 7 


Laevo-1'-oxy-1-propyleyclohexan (Athyleyclohexylearbinol). 


Der inaktive Alkohol wurde aus Cyclohexylmagnesiumbromid und 
Propionaldehyd dargestellt. Der Alkohol wurde in den Phthalsdéureester 
iibergefiihrt, dieser aus Pentan umbkristallisiert. Das Strychninsalz des 
Esters wurde aus Methylisobutylketon sechsmal umkristallisiert. Das 
kristallisierte Salz lieferte ein Phthalat mit einem [~|jj-Wert von + 8,68° 
(in absolutem Alkohol). Der Alkohol wurde in der iiblichen Weise zuriick- 
gewonnen. Siedepunkt bei 19mm 100°; dj° = 0,933 (im Vakuum). 


30 - — 5,00° 

-— 1. 0,93 

C,H, 0. Ber.: ( 
142,1 


[a — 5,359; if My) 7.69 (homogen). 


Laevo-1’-methoxy-1-propyleyclohexan. 


5 g Athyleyclohexylearbinol, []j) = — 5,35° (homogen), wurden 
aach der Methode von Muskat (6) in fliissigem Ammoniak in das Natriumsalz 
iibergefiihrt, dieses in iiberschiissigem Methyljodid gelést und im Dampfbad 
48 Stunden unter Riickflu8 erhitzt. Das Natriumjodid wurde abfiltriert 
und das Filtrat mit Ather ausgezogen, mit Wasser gewaschen und iiber 
metallischem Natrium getrocknet. Der Ather wurde entfernt und der 
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Riickstand destilliert. Siedepunkt 127 bis 128° bei 70 mm Druck; dj° = 0,918 
(im Vakuum). 
5,20° 


30 
{e], = , 
D 1. 0,92 


5,669; [1])9 = — 8,8° (homogen). 
2,710 mg Substanz: 7,680 mg CO, und 3,170 mg H,O. 
C,oH0. Ber.: C 76,92, H 12,82. 
156 Gef.: C 77,28, H 13,08. 
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J. of biol. Chem. 97, 379, 1932. —- 6) I. E. Muskat, J. Amer. Chem. Soc. 56, 


2449, 1934. 
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Uber die Bestimmung des Vitamin-D-Gehaltes des Blutserums'. 
Von 
Josef Warkany. 
Children’s Hospital Research Foundation and Department 
of Pediatrics, University of Cincinnati.) 
(Eingegangen am 24, Juli 1937. 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Trotz der groBen therapeutischen Erfolge, die man der Anwendung 
konzentrierter Priparate von Vitamin D verdankt, sind noch viele 
theoretische und praktische Fragen aus dem Gebiete der Rachitis 
ungelést. So gibt es z. B. vereinzelte Fille, die uns klinisch, réntgeno- 
logisch und blutchemisch als Rachitis erscheinen, die aber der Be- 
handlung mit Vitamin D hartnackig widerstehen und auch nach Verab- 
reichung von gr6Bten Dosen nicht heilen. Diese seltenen Fille kénnten 
durch die Annahme erklirt werden, daB das Vitamin D vom Darm 
nicht resorbiert wird und deshalb unwirksam bleibt. Zur Stiitzung 
oder Widerlegung dieser Annahme erschien es von Vorteil, den Vitamin- D- 
Gehalt des Blutes zu bestimmen. Eine solche Methode wire auch zur 
Lésung anderer Fragen wiinschenswert. Die verschiedensten Krank- 


heitsbilder wurden vor einigen Jahren auf Uberdosierung mit Vitamin D 
zuriickgefiihrt, obwohl der objektive Beweis einer iiber das Normale 
hinausgehenden Speicherung von Vitamin D nie erbracht wurde. Auch 
fiir gerichtsirztliche Zwecke kénnte es gelegentlich wiinschenswert 
erscheinen, Vitamin-D-Vergiftungen beim Lebenden nachweisen zu 
kénnen, da bestrahltes Ergosterin in groBen Mengen als gefihrliches 
Gift zu betrachten ist. 


Da die Bestimmung des Vitamin D im Blutserum derzeit kaum mit 
Hilfe chemisch-physikalischer Methoden durchfiihrbar ist, ist man auf die 
biologische Bestimmungsmethode angewiesen. Hess, Light, Frey und 
Gross (1) versuchten, den Vitamin-D-Gehalt des Blutes von Kiihen, die 
groBe Mengen von bestrahltem Ergosterin oder bestrahlter Hefe erhalten 
hatten, zu bestimmen. Sie fanden eine Einheit in 1,5 g Blut. — Bei Tieren, 
die geringere Mengen erhalten hatten, wurde eine Einheit in 2,5g Blut 
gefunden. Hess, Weinstock und Gross (2) schatzten den Vitamin-D-Gehalt 
des Blutes und des Stuhles von Kindern, um aufzuklaren, warum bestrahlte 
Milch auf den kindlichen Organismus héhere Wirksamkeit hat als aquivalente 
Mengen von bestrahltem Ergosterin. —- Coppens und Metz (3) untersuchten 
die Verteilung von Vitamin D in Organen von Hunden. die peroral bestrahltes 
Ergosterin erhalten hatten, und fanden, daB das venése Blut der Tiere 
antirachitische Fahigkeit habe. — Russell, Taylor und Wilcox (4) priiften 


1 Otto von Fiirth zum 70. Geburtstag. 
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den Vitamin-D-Gehalt einiger Organe von Hiihnern, die Lebertran ode: 
bestrahltes Ergosterin erhalten hatten. Sie fanden, da das Vitamin |) 
nur im Plasma, nicht aber in den zelligen Elementen des Blutes nachweisba: 
war. Light, Wilson und Frey (5) priiften das Blutplasma von Kiihen, 
die bestrahlte Hefe erhalten hatten, in stiindlichen Intervallen 4 Stunden 
lang. Sie fanden, dafS das Vitamin D bereits 1 bis 2 Stunden nac! 
Verabreichung resorbiert wird und daB der Vitamin-D-Gehalt von der 
zweiten bis vierten Stunde konstant bleibt. —- Heymann (6) untersuchte 
das Blutserum von Kaninchen, die 200000 U.S. Pharm. Einheiten! Vita 
min D erhalten hatten, qualitativ auf antirachitischen Faktor und fand, 
daB 2'/, bis 3 Monate zur Zerst6rung oder Ausscheidung des Uberschusses 
an Vitamin D aus dem Organismus erforderlich sind. 


Aus diesen wenigen Untersuchungen kann ersehen werden, dal; 
unsere Kenntnis vom Vitamin-D-Spiegel des Blutes noch sehr begrenzt 
ist, eine Tatsache, die leicht erklarlich ist, wenn man die Schwierigkeiten 
der biologischen Schatzungsmethode bedenkt. An eine klinische An- 
wendung der Methode konnte so lange nicht gedacht werden, als der 
Vitamin-D-Gehalt des Serums bei normalen Individuen nicht bekannt 
war. Es war daher die erste Aufgabe, die normale Lage des Vitamin-D- 
Spiegels und seine physiologischen Schwankungen festzustellen. In 
zweiter Linie sollte ermittelt werden, ob unter pathologischen Zustanden 
oder therapeutischen MaBnahmen Variationen festgestellt werden 
kénnten, die auBerhalb der physiologischen Schwankungsbreite liegen. 
Einige dieser Untersuchungen sind, bereits abgeschlossen (7), andere 
sind noch im Gange. Hier soll an einigen Beispielen die Verwendbarkeit 
der Methode gezeigt werden. 


Methode. 


Die biologische Auswertung des Vitamin-D-Spiegels des Serums wird 
an Ratten vorgenommen, die in folgender Weise vorbereitet werden. Die 
jungen Ratten erhalten nach dem Abstillen einige,Tage hindurch Steenbocks 
Standardkost in der nach Bills modifizierten Form: 1 Teil Trockenvollmilch 
und 3 Teile der Grundkost (Gelber Mais 76,0; Leinsamen6l 16,0; Casein 5,0: 
Alfalfa 2,0; NaCl 0,5; Caletumearbonat 0,5). Nachdem sie ein Gewicht von 
50 g erreicht haben, werden sie 3 Wochen lang mit der rachitogenen Kost 
von Steenbock und Black (8) (Gelber Mais 76,0; Weizenkleber 20,0; Calecium- 
carbonat 3,0; Natriumchlorid 1,0) gefiittert. Am Ende dieser Periode 
zeigen die Tiere réntgenologisch deutliche Rachitis und kénnen nun zum 
Testversuch verwendet werden. Je nachdem wieviel Serum zum Versuch 
zur Verfiigung steht, werden nun 3 bis 10 Ratten in Einzelkafige gebracht 
und mit ansteigenden Mengen von Serum gefiittert. Diese Serummengen 
(z. B. 1, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, und 3,5 cem) werden mit je 50 g der rachitogenen 
Kost vermischt und verrieben und im Laufe von 7 bis 8 Tagen an die ein- 
zelnen Versuchsratten verfiittert. Nachdem die letzten Mengen dieser Futter- 
mischung von den Ratten verzehrt worden sind, gibt man den Versuchs- 


1 Die U.S. Pharm. Einheit (USPE.) ist identisch mit der Internatio- 
nalen Einheit (IE.) der Kommission fiir Biol. Standardisierung des Vélker- 


bundes: 1 Ratteneinheit (RE.) hat 2,7 Internationale Einheiten. 
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tieren bis zur Vollendung der Versuchsperiode gewoéhnliche rachitogene 
Kost. Nach Ablauf dieser Zeit werden die Ratten gewogen (Tiere, die in 
der 10 Tage-Periode weniger als 2g zugenommen haben, werden aus- 
geschieden) und dem Linetest (9) unterworfen. Diejenige geringste Serum- 
menge, die unter den beschriebenen Bedingungen 2+ Heilung hervorrufen 
kann, enthalt eine Ratteneinheit oder 2,7 Internationale Einheiten. Daraus 
wird der Vitamin-D-Gehalt von 100 cem Serum berechnet. 

Falls das zu untersuchende Serum sehr reich an Vitamin D ist, kénnen 


. 


Mengen von 0,05 bis 0,15 cem bereits eine Einheit enthalten. Soleh geringe 
Mengen von Serum werden nicht mit dem Futter gemischt, sondern mit 
Hilfe einer Pipette der Ratte peroral verabreicht. AuBerdem erhalt das 
Versuchstier weiter rachitogene Kost ad libitum. 

Die Schwierigkeiten, die sich im Laufe solcher Bestimmungen 
ergeben, sind zahlreich. Trotz groBer Miihe ist es nicht méglich, volle 
Einheitlichkeit der Versuchstiere zu erzielen. Dazu kommt, dab zeit- 
weise — besonders in den Wintermonaten — epidemische Erkrankungen 
der Atmungswege die Versuche beeintrachtigen. Eine besondere 
Schwierigkeit liegt darin, daB das zu untersuchende Blutserum ge- 
wohnlich nur in beschrinkten Mengen vorhanden ist. Dementsprechend 
ist die Zahl der zum Versuch verwendeten Ratten gering und man muB 
sich bemiihen, diesen quantitativen Mangel durch mdglichst genaue 
Einhaltung der Versuchsbedingungen wettzumachen. 

Ist der Vitamin-D-Gehalt des Serums gro — wie bei D-Hyper- 
vitaminose —, dann lassen sich Schatzungen mit relativ geringen Blut- 
mengen durchfiihren und dementsprechend ist die Hypervitaminose 
das beste Anwendungsgebiet des hier beschriebenen Verfahrens. Bei 
florider Rachitis dagegen sind wegen des niedrigen Vitamin-D-Gehalts so 
groBe Serummengen erforderlich, dai} die quantitative Bestimmung 
praktisch undurchfiihrbar wird. Dagegen laBt sich der Vitamin-D- 
Mangel qualitativ dadurch nachweisen, daB selbst ungewohnlich groBe 
Serummengen keine Heilung herbeifiihren. 

Trotz der angefiihrten Einschrinkungen kann nach mehrjahrigen 
Versuchen gesagt werden, daB die biologische Schatzungsmethode des 
Vitamin D im Serum durchfiihrbar ist und zahlreiche Anwendungs- 
gebiete hat. 

I. Bestimmungsversuche an Tieren. 


Die untersuchten Sera vom Rind, Schwein, Lamm und Gefliigel waren 
aus Sammelproben aus dem Schlachthaus gewonnen, wahrend die Sera der 
Kaninchen und Hunde von Laboratoriumstieren stammten. 

Die angefiihrten Bestimmungen sind Beispiele getungener Versuche. 
Es soll aber nicht der Anschein erweckt werden, daB uns jede Bestimmung 
in der angefiihrten Weise gleich auf den ersten Versuch hin gliickte. Ge- 
wohnlich gingen vielmehr ein oder mehrere Bestimmungsversuche voraus, 
die nur. unvollkommen gelangen, die aber doch halfen, die ungefahre Lage 
des Vitamin-D-Spiegels zu ermitteln. Beispiele solcher unvolikommener 
Versuche sind bei den Bestimmungen der einzelnen Sera angefiihrt. 





J. Warkany: 


a) Rind. Tabelle I. 





Vitamin-D-Gehalt des 


Verabreichte : 
si v Serums pro 100 cem 


Monat Ratte Nr. Serummenge Linetest 
in cem 


RE. ae 


1. Juli 666 
649 
644 
648 
641 
unvollkommen 
2. Marz 247 
248 
249 
252 


3. April 372 
375 
376 


377 


* Zwischen ++ und 


Die erste Bestimmung ist an sich unvollstandig, doch laBt sie ver- 
muten, daB der gesuchte Wert zwischen 33 und 50 RE. liegt. Die 
weiteren Bestimmungen ergaben Werte von 50 RE. per 100 ccm. 


b) Schwein. Tabelle 





Vitamin-D-Gehalt des 


| Verabreichte 
. Serums pro 100 ecm 


Monat | Ratte Nr. Serummenge Linetest 
in cem 


RE. IE. 


. Juni 583 1,0 

589 1,5 

447 2,0 

573 2,0 

442 2,5 

443 3,0 
unvollkommen 

2. April | 402 2,0 

405 2,5 

407 3,0 

3. Juni | 606 1,5 

| 607 2,0 

609 2,5 

610 3,0 


* Zwischen ++ und ++4. 


Nach Versuch 1 konnte vermutet werden, daB der Vitamin-D- 
Gehalt des Serums beim Schwein zwischen 40 und 50 RE. liegt. Die 
weiteren Versuche bestatigten diese Annahme. 
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e) Hund. Tabelle III. 





Verabreichte Vitamin-D-Gehalt des 


ae das Monat Ratte Nr. Serummenge Linetest Serums pro 100 ccm 
Nis in ccm RE. IE. 


1. Juni 635 2,0 
630 3,0 
638 4,0 
620 5,0 
632 6,0 
unvollkommen 
2. Juni 427 2,0 
426 2,6 
434 3,0 
568 4,0 
562 5,0 
569 6,0 
20 54 


d) Lamm. Tabelle IV. 





Verabreichte Vitamin-D-Gehalt des 
Monat Ratte Nr. Serummenge Linetest Serums pro 100 ccm 
in ecm RE. cere "eae 
1. Juni 437 2.0 
440 2,5 
439 3,0 
571 4,0 
572 5,0 
592 6,0 


486 3,0 
487 4,0 
488 5.0 
25 
e) Kaninchen. Tabelle V. 
Es wurden weiBe, 2'), bis 3 kg schwere, Neuseeland- und graubraune 
Havannakaninchen verwendet, die mit Heu und Hafer gefiittert wurden. 





Vitamin-D-Gehalt des 


Verabreichte : 
Serums per 100 ecm 


Serummenge Linetest 
in cem sa IE. 
1589 November 155 | 3,0 
156 4,0 


157 5,0 


Ratte 


Monat Nr. 


Kaninchen 
Nr. 


415 3.0 
4.0 
5,0 
unvollkommen 
1789 April 302 4,0 
‘ 5,0 
unvollkommen 
1869 Dezember 2 5,0 
5,0 
6,0 
6.0 
7.0 
8.0 
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Bei diesen Kaninchen diirfte der Vitamin-D-Spiegel demnac), 
zwischen 17 und 20 RE. liegen. 

Wird einem solchen Kaninchen 0,1 cem einer konzentrierte: 
Viosterollésung', enthaltend 100000 IE.-Einheiten, per os verabreich: 
dann steigt der Vitamin-D-Spiegel des Blutes sehr rasch an: 


Tabelle VI. 





. Verabreichte Vitamin-D-Gehalt 
Kaninchen Datum Ratte Serummenge Linetest des Serums pro 100 e¢ 
Nr. Nr. in com , 

IE. 


1355 27. VIII. 1934 | Erhalt 100000 I. E. Vitamin D 
(als Viosterol) peroral 
28. VIII. 1934 18 0,025 4. 
13 0,05 + 
20 0,1 sf nf 
nach 24 Stunden: 


31. VIII. 12 0,025 +/++ 
16 0,05 0'+ 
17 0,1 +++ 
nach 4 Tagen: 
0,025 0 
0,05 0 
0,1 + 
0,2 ++ 
nach 10 Tagen: 
0,05 0 
0,1 0 
0,2 os 
0,3 tee 
nach 15 Tagen: 
0,3 0 
33 0,4 “0 
34 0,5 0 
60 0,7 ao 
ol 1,0 +++ 
nach 21 Tagen: 
. 1934 | 35 0,4 0 
36 0,5 0 
37 0,6 0 
59 1,0 ne 
nach 26 Tagen: unter 100 
X. 1934 64 5,0 + 
nach 42 Tagen: unter 20 


Der Vitamin-D-Spiegel des Kaninchens war demnach schon nach 
24 Stunden auf 1000 RE. per 100 cem — d.i. ungefahr das 50fache 


1 1g enthalt 1000000 IE. Vitamin D. — Diese konzentrierte Lésung 
wurde uns von Mead Johnson u. Co. fiir experimentelle Zwecke zur Ver- 
fiigung gestellt. 
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lemnac}, des Normalen angestiegen. 4 Tage spiaiter konnte noch dieselbe 
Erhéhung nachgewiesen werden, wahrend nach 10 Tagen ein Absinken 

trierten auf 500 RE. per 100 ccm festgestellt wurde. 2 Wochen nach Verab- 

breicht, reichung des bestrahlten Ergosterins sind noch 330 RE., 3 > Wochen 
spater 140 RE. im Serum vorhanden, wahrend nach 6 Wochen offenbar 
Riickkehr zur Norm stattfindet. 


Gehalt f) Gefliigel. Tabelle VII. 
0 100 ex 
IE. Verabreichte 
Monat Ratte Nr. Serummenge Linetest 
in cem 





Vitamin-D-Gehalt des 
Serums pro LOO cem 


RE. IK. 


. Juni 435 
436 
433 
574 


010 
452 
458 
455 
645 
651 
655 
653 


33 


IT. Bestimmungsversuche am Menschen. 


Es wurden an Menschen zahlreiche Bestimmungsversuche unter 
normalen und pathologischen Bedingungen durchgefiihrt. Hier machte 
sich, vor allem, wenn es sich um Kinder handelte, der Mangel an ge- 
niigenden Serummengen am starksten bemerkbar. An einem Beispiel 
seien die Einzelheiten einer solchen Schatzung beschrieben. 

Dem Madchen B. B., 10 Jahre alt, wird aus der Armvene Blut ab- 
genommen. Nach Gewinnung des Serums wird die Bestimmung in folgender 
Weise begonnen. 


Tabelle VIII. 





Vitamin-D-Gehalt des Serums 


Verabreichte pro 100 cem 


Ratte Nr. Serummenge Linetest 
54 in ccm RE iE 


nach 496 2,0 
fache 497 2,5 
539 25 ) 

A 498 3.0 
we 540 3.0 


' Ver- 542 3.5 


unter 2S 
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Aus diesem Versuch konnte nur ersehen werden, da der Vitamin-D 
Spiegel dieses Kindes unter 28 RE. liegt. Eine zweite Probe wurde dahx 
in folgender Anordnung durechgefiihrt. 


atte 589 


4.0 ccm Serum 
I 


Ratte 588 


L. 


Priiparatorische Verkalkungszone. 


Ratte 584 


5 c¢cem Serum 


Die Linetests dieses Versuches sind in dieser Abbildung dargestellt. 
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Uber die Bestimmung des Vitamin-D-Gehalts des Blutserums. 


Tabelle IX. 





Verabreichte Vitamin-D-Gehalt des Serums 
Ratte Nr. Serummenge Linetest pro 100 ecm 
in com 
RE. 1K. 


584 2.5 
588 3.0 
589 1.0 
67 


In ahnlicher Weise wurden die Werte der Tabelle X ermittelt. Die 
Sera stammen von Kindern zwischen 7 und 14 Jahren. 


Tabelle X. 





Vitamin-D-Ge- y Vitamin-D-Ge- 
halt des Serums halt des Serums 
Monat pro 100 cem - Monat pro 100 cem 


Kindes 


Alter des 


RE. IE. RE. IE. 


Dezember 40 108 i. Oktober 25 67 
Dezember 25 67 TE.F. Oktober 40) 
Dezem ber 50 135 .W. Dezember 33 89 
Dezember 33 89 Januar 33 
Dezember 33 89 . B. Juni 25 67 
Dezember 40 108 .B. Juni 67 


a] -1 «) «) «] @1 


Oktober 40 108 .W. Oktober 
Dezember 33 89 eC. Oktober 
Oktober 40 108 r.C. Oktober 
Juni 40 108 | J.G. November 
Dezember 40 108 | H. Dezember 
Dezember 33 89 TO.R. Dezember 
Dezember 50 135 | H.G. Dezember 
Dezember 33 89 TJ.B. Oktober 
C.J. Oktober 
W.Sm. 9 Januar 40 108 TBR. Mai 
W.S. 9 Juni 25 67 TL.D. November 
St. J. ‘ November 50 135 
B. A. 2 Dezember 
W.S. 10 Oktober 40 108 1G.¢. : Dezember 
S. B. 10. Juni 25 57 TWow. ‘ Mai 
Oktober 33 89 
D. L. 10 Oktober 40 108 | J. A. November 3: 89 





Unter den 42 Bestimmungen der Tabelle X ergaben demnach 
7 einen Wert von 25 RE., 15 einen Wert von 33 RE., 15 einen Wert 
von 40 RE., wahrend 5 Bestimmungen Werte von 50 RE. aufwiesen. 
Daraus kann man sich ein ungefahres Bild vom Vitamin D-Gehalt 
des Serums normaler Kinder machen. 

Wie schon erwahnt, ist die biologische Schatzungsmethode bei 
Rachitis schwer anwendbar, da — entsprechend dem niedrigen Vitamin- 
D-Gehalt des Serums — zu groBe Mengen erforderlich sind, um 2+ Hei- 


lung zu erzielen. 
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Kin Kind, C.S., 13 Monate alt, mit florider Rachitis, wurde auf dey 
Vitamin-D-Gehalt seines Serums gepriift. 


Tabelle XI. 





Ratte Nr. Verabreichte Serummenge Linetest 
in cem 
85 3.0 
86 5,0 
87 15,0 


Da 15,0 cem nicht ausreichten, um 2+ Heilung zu erzielen und weitere 
Mengen von Serum nicht vorhanden waren, konnte nur festgestellt werden, 
das das Kind weniger als 7 RE. per 100 ccm hatte. Nach taglicher Verab- 
reichung von dreimal 10 Tropfen Viosterol'! durch 2 Wochen hindurch, 
wurde schon mit 1,5 cem Serum 2+ Heilung erzielt, d.h. das Kind hatte 
nun mehr als 67 RE. per 100 cem. 


Tabelle XII. 





Ratte Nr. Verabreichte Serummenge Linetest 
In com 


15 


I 
12 
12 


] 
3 

Nach 3 Wochen konnte bei dem Kinde klinisch und réntgenologisch 
Heilung des rachitischen Prozesses festgestellt werden. 

SchlieBlich sei noch ein Beispiel angefiihrt, das zeigt, daB dic 
Methode sich besonders gut zur Feststellung von Hypervitaminose 
eignet. Es handelt sich um einen jener seltenen Falle von vitamin-D- 
resistenter Rachitis, die, wie eingangs erwahnt, zuerst zu den vor- 
liegenden Untersuchungen Anla®B gab. 

Sh. B., 3 Jahre alt, wurde wegen hochgradiger O-Beine zur Unter- 
suchung in das Spital gebracht. Das Kind hatte angeblich 1 Jahr lang 
konzentrierten Lebertran bekommen. Die Réntgenuntersuchung zeigte 
floride Rachitis und der anorganische Serumphosphor betrug 1,8 mg-°,,. 
Da es sich sowohl um echte als auch um vitamin-D-resistente Rachitis 
handeln konnte, wurden zur Ermittlung des Vitamin-D-Gehalts des 
Serums folgende Mengen verfiittert: 


Tabelle XIII. 





Ratte Nr. Verabreichte Serummenge Linetest 
in ccm 


105 0,5 

96 1.0 
101 3,0 
103 7.0 


' Bestrahltes Ergosterin: | g enthalt mindestens 10000 LE. Vitamin D. 





Uber die Bestimmung des Vitamin-D-Gehalts des Blutserums. 425 
auf den Dieser Versuch zeigt einen Vitamin-D-Gehalt von 100 RE., d.h. 
das Doppelte eines hohen Normalwertes, an. Ein solch hoher Wert bei 
florider Rachitis und Hypophosphatimie machte es schon wahrschein- 
lich, daB es sich um vitamin-D-resistente Rachitis handle. Trotzdem 
wurde das Kind weiter mit konzentriertem Lebertran und Viosterol 
behandelt und 4 Wochen spiter wurde das Serum wieder untersucht: 


Tabelle XIV. 





weitere Ratte Nr. Verabreichte Linetest | Ratte Nr, Verabreichte Linetest 

Serummenge mn cem Serummenge in ccm 

werden, 

Verab- 148 0.2 

rdureh, 162 0,3 

1 hatte lie 0,3 
150 04 





Der Vitamin-D-Gehalt war demnach auf 250 RE., d.i. das Fiinf- 
fache des Normalen angestiegen; trotzdem war weder klinisch, réntgeno- 
logisch noch blutchemisch Heilung erzielt worden. Es handelt sich 
demnach um einen Fall, der, trotz erhéhten Vitamin-D-Spiegels, floride 
Rachitis zeigte. Diese Falle werden an anderer Stelle ausfiihrlich be- 


sprochen werden. Hier seien sie nur angefiihrt, um,die praktische 


logisch Anwendbarkeit der Methode zu illustrieren. 

Verfasser hat in seinem Blutserum im Verlauf von 3 Jahren 24 Be- 
B die stimmungen des Vitamin-D-Spiegels vorgenommen: 
ninose 
1in- D- 


BS Vitamin-D-Gehalt des Vitamin-D-Gehalt des 
Serums pro 100 c¢em Datum Serums pro 100 cem 


Tabelle XV. 





Datum 

Inter- RE. IE. RE. IE. 
r lang ;. IV. 1934 zwisch. 20 u.40 54 u. 108] 17. IX. 1935 40 
zeigte — e. 50 135 Is. XL. 33 
a . VIII. 33 89 3. I. 1936 33 
1g- 9: s PX. 40 108 25. I. 40) 
chitis a. % 33 89 2. Hi. 40 
‘ unter 33 89 21. TH. 50 
40 LOS 29, V. 40 
40 108 12. XII. 4() 
. 1935 33 89 6. Il. 1937 unter 28 
unter 28 76 18. III. unter 25 
unter 25 67 30. IIT. 25 
17 46 2 VE 10 

unter 20 54 


s des 





Der Vitamin D-Gehalt betrug demnach in den meisten Bestim- 
mungen zwischen 33 und 50 RE. per 100 ccm. Doch waren die Werte 
vomlA pril bis Mai 1935 dauernd erniedrigt. Interessanterweise entspricht 
diese Zeit einer Krankheitsperiode, die mit einem Klinikaufenthalt 
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verbunden war. Ob darin der Grund fiir die Erniedrigung zu suchen. st 
oder ob es sich um eine jahreszeitliche Schwankung handelt, soll nich: 


entschieden werden. Fiir die letztere Annahme spricht die Tatsacie 


daB auch in den Friihlingsmonaten des Jahres 1937 eine ahnliche x 
niedrigung festzustellen wap. 


Zusammenfassung. 


Ks wird tiber die Anwendbarkeit der biologischen Vitamin. })- 


Bestimmung im Blutserum berichtet. 


Ks werden Beispiele von Bestimmungen im Tier- und Menschen- 


serum angefiihrt. 
Unter den pathologischen Zustanden kann vor allem die Hyper- 
vitaminose mit Hilfe der Methode festgestellt werden. 
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Glutamin in den Blittern von Rhabarber 
(Rheum hybridum, Hort.)'. 
Von 
Hubert Bradford Viekery und George W. Pucher?. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Connecticut Agricultural 
experiment Station, New Haven, U.S. A.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1937.) 
gegang 


Gelegentlich einer Untersuchung tiber das Verhalten von Rhabarber- 
blattern wahrend der Kultur in Wasser bei Dunkelheit® wurde beob- 
achtet, da eine betrachtliche Zunahme der Menge des Ammoniak- 
stickstoffs und des Amidstickstoffs eintritt. Dieses Verhalten entspricht 
ganz demjenigen von Tabakblattern unter ahnlichen Bedingungen (1), 
nur mit dem Unterschied, dag beim Rhabarber weitaus der gréBere 
Teil des Amidstickstoffs sehr leicht abspalt bar ist, wobei seine Stabilitat 
derjenigen des Amidstickstoffs des Glutamins gleichkommt (2). Es 
schien daher von Wichtigkeit zu sein, die Natur der in Rhabarber- 
blattern vorhandenen Amide durch Isolierung und chemische Analyse 
aufzuklaren. 

Das Rhabarberblatt enthalt normalerweise nur eine geringe Menge 
Amidstickstoff: bevor daher die Isolierung in Angriff genommen wurde, 
wurden die Blatter zur Anreicherung des Amidstickstoffs der Kultur 
in Wasser bei Dunkelheit unterworfen. 


104 reife Rhabarberblatter wurden am 7. Juni den Pflanzen ent- 
nommen, mit den Stengeln in destilliertes Wasser getaucht und in einem 
dunklen Raum bei gleichmaBiger Temperatur von 22 bis 23° 114 Stunden 
lang stehengelassen. Das Wasser wurde nach 50 Stunden gewechselt, aber 
es war kein Anzeichen einer bakteriellen Infektion an den Stengelenden zu 
erkennen. Bei Beendigung der Kulturperiode waren die Blatter noch in 
guter Verfassung; es war kaum ein Anzeichen von Chlorophylldegeneration 
und nur ein leichtes Nachlassen der Straffheit zu beobachten. Die Blatter 
wurden rasch in Stengel und vegetative Blatter zerteilt, indem den drei 
Hauptadern entlang geschnitten wurde, welche mit den Stengeln in Ver- 
bindung gelassen wurden. In gleicher Weise wurden 60 Blatter zu Versuchs- 
heginn aufgeteilt, woraus das Verhaltnis der Mengen von Stengel- und 
Blattgewebe vor und nach der Kultur berechnet werden konnte. Die Zahlen 
sind in Tabelle I enthalten. Es ist einleuchtend, dai der Gewichtsverlust 
wahrend der Kultur beim Blattgewebe viel gréBer ist als bei den Stengeln. 
Dieser Verlust ist natiirlich hauptsachlich der Verdunstung von Wasser 
zuzuschreiben. 


1 Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. -- * Ausgefiihrt mit Mitteln der 
Connecticut Agricultural Experiment Station und der Carnegie Institution 
of Washington. — ® Veréffentlichung andernorts. 
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Das Blattgewebe wurde in Ather getaucht und 40 Minuten darin ¢ 


velassen, damit Zytolyse eintreten konnte (3); der Ather wurde di; 
abgegossen, das volikommen erschlaffte Gewebe in Filtrierleinen gehi |! 


und zwischen Stahlplatten in einer Buchner-Presse ausgepreBt, wodur 


3 Liter eines triiben Extrakts erhalten wurden. Das Gewebe wur 
dann mit Hilfe von etwas Wasser durch eine Fleischmaschine getrieb 
abermals abgepreBt und der Riickstand zuletzt einmal ausgewasche; 
Das Volumen des Extrakts einschlieBlich der Waschfliissigkeit betrug 
6375 com; die Analyse einer Probe der griindlich durchmischten Fliissiy. 
keit ergab die Werte der dritten Spalte der Tabelle HI. Zum Vergleich 
enthalt die zweite Spalte die Analysenergebnisse fiir Blattgewebe vor 
der Kultur, umgerechnet auf gleichfalls 104 Blatter (4898 ¢ Blatt- 
gvewebe). Die Zunahme an Ammoniak- und Glutamin-Amidstickstoff 
tritt deutlich hervor, sie betragt mehr als das Dreifache bzw. fast das 
Fiinffache. 

Es sei bemerkt, dal der NH,-Stickstoff bei den in Wasser kulti- 
vierten Blattern 26°, des léslichen Stickstoffs ausmacht, ein Wert. 
der an die hohen Ammoniakwerte von Ruhland und Wetzel (4 
erinnert. Jedenfalls ist auch der Amidstickstoff ein wesentlicher 
Bestandteil des Ganzen und angenommen, dal dieser die Halfte 
des Glutamin- und Asparaginstickstoffs ausmacht, diirften iiber 38°, 
des léslichen Stickstoffs auf eine dieser Substanzen oder auf beide 
entfallen. Aus der bemerkenswerten Veranderung der Stickstoffwerte 
bei der Wasserkultur geht hervor, dab die Amide eine wichtige Rolle 
im Stoffwechsel der Rhabarberpflanze spielen. 


Tabelle 1. Gewicht von Blatt- und Stengelgewebe von 104 Rha- 
barberblattern vor und nach Il4stiindiger Wasserkultur. 





Vor Wasserkultur Nach Wasserkultur Abnahme 
& g g 
Ganze Blatter 18 327 16 903 1424 
Blattgewebe 4 898 4 063 835 
Stengelgewebe 13 429 12 840 589 


Tabelle IT. Zusammensetzung des Rhabarberblattgewebes und 
der Quecksilbernitratfallung aus einem Extrakt des gleichen 
Gewebes nach I1]l4stiindiger Wasserkultur. 





Frische Extrakt nach Quecksilber- 
Blatter Wasserkultur  nitratfallung 


g g g 


Isoliert 


Gesamt-N ‘ 8.46 
NH,-N 0,914 2,88 2,692 
Asparagin-Amid-N 0,208 ot: 0,389 
Glutamin-Amid-N 0,353 f 1,503 
Asparagin-Hydrat 2,23 4,17 
Glutamin 3,68 ; 15.67 
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Wir arbeiteten nach dem von Schulze und Bosshard (5) urspriinglich 
angegebenen und von Vickery, Pucher und Clark (6) abgedinderten Ver- 
fahren zur Isolierung der Amide. Die Mercurinitratfraktion wurde im 
Vakuum bei einer AuBenbadtemperatur bis ungefahr 60° euf etwa 
70eem eingeengt, wobei das Glutamin auskristallisiert. Die dunkel- 
braune Masse wurde in wenig warmes Wasser aufgenommen und 2 Teile 
Alkohol zugefiigt. Uber Nacht erstarrte die Masse und es wurden graue 
Kristalle erhalten, welche abfiltriert und mit Alkohol gewaschen wurden. 


Durch sorgfaltiges fraktioniertes Umkristallisieren aus wasserig- 
alkoholischer Lésung wurden zwei Portionen erhalten, welche durchwegs 
aus Nadeln vom Zersetzungspunkt 185 bis 186° bestanden; die Ausbeute 
betrug 10,49 und 4,36 g. Das Gesamtgewicht betrug unter Beriick- 
sichtigung der fiir Analysenzwecke vorher entnommenen Anteile 
15,11 g oder 84,5° der aus indirekten Analysen im Ausgangsextrakt 
berechneten Glutaminmenge. Die nach wiederholtem Umkristallisieren 
erhaltenen schénen farblosen Nadeln zersetzten sich bei langsamem 
Erhitzen bei 187 bis 188°. Etwas héhere Zersetzungspunkte konnten 
durch rascheres Erhitzen erreicht werden; der genannte Zersetzungs- 
punkt war jedoch charakteristisch und entspricht vollkommen dem 
Zersetzungspunkt des Glutamins (6). Der Stickstoffgehalt (Ajeldahl) 
betrug 18,9°, (theoretisch 19,18°,). Die Kupferverbindung wurde 
durch rasches Erhitzen einer kleinen Menge mit Kupferhydroxyd bis 
zum Sieden und sofortiges Abfiltrieren dargestellt und fiel rasch in 
wasserfreien violetten Nadeln aus, welche einen Kupfergehalt von 
17,82 °, (theoretisch 17,97 °,) aufwiesen. 


Zur weiteren Identifizierung wurde der Amidstickstoff nach ein- 
stiindiger Hydrolyse mit normaler Schwefelsiure bei 100° bestimmt. 
Er ergab sich zu 9,01°, (theoretisch 9,59°%,). Das Produkt enthielt 
offenbar eine geringe Menge einer stickstoffhaltigen Verunreinigung, 
durch welche sein Stickstoffgehalt etwas unter den theoretischen Wert 
herabgedriickt wurde. Diese Verunreinigung laBt sich auch durch 
wiederholtes Umkristallisieren nicht vollstandig entfernen. Léslichkeit, 
Kristallform, Zersetzungspunkt, Amidstickstoff und vor allem die Rein- 
heit der Kupferverbindung lassen jedoch keinen Zweifel, da die Sub- 
stanz im wesentlichen reines Glutamin ist. 


Da etwa vorhandenes Asparagin leicht aus wasseriger Losung aus- 
fallen wiirde, so war die Méglichkeit gegeben, dieses bei jeder Stufe der 
Fraktionierung auskristallisieren zu lassen, bevor Alkohol zwecks 
Fallung des Glutamins zugefiigt wurde. Niemals jedoch wurden die 
charakteristischen rhombischen Kristalle des Asparaginhydrats beob- 
achtet, jede Kristallisation bestand vielmehr ausschlieBlich aus Nadeln. 
Die Mutterlauge des ersten Rohprodukts lieferte nach Einengen und 
Behandeln mit Alkohol élige Fallungen hauptsachlich anorganischer 
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Salze, aus denen eine sehr geringe Menge (0,09 g) Tyrosin gewonnen 
wurde. Dieses kristallisierte in charakteristischen Biindeln von Nade!y 
und gab positive Millon-Reaktion. Der Beweis fiir das Vorhandensein 
einer geringen Menge Cystin ergab sich durch die Farbreaktion mit 
Folins Phosphorwolframsaurereagens nach Reduktion mit Sulfit, 
Diese Aminosiuren waren héchstwahrscheinlich durch EiweiBabbau 
waihrend der Kulturperiode entstanden (1). 

Samtliche Mutterlaugen wurden vereinigt und wieder mit Queck.- 
silbernitrat behandelt. Die Fallung enthielt nur 0,074 g¢ Glutamin- 
Amidstickstoff und 0,022 g anscheinend Asparagin-Amidstickstoff, 
sowie 1,3 ¢ Ammoniakstickstoff. Es konnte weder Glutamin isoliert 
noch konnten Kristalle von Asparagin beobachtet werden, wahrend 
das durch Alkohol ausfallende Ol aus Ammoniumnitrat mit Spuren 
von organischer Substanz bestand. Bei weitem der gréBte Teil des 
Materials, welches die Eigenschaften von Asparagin besaB, entging der 
Wiederausfallung durch Mercurinitrat. 

Eine kleine Menge (0,1 g) von Argininflavianat schied sich nach 
Zugabe von etwas Flaviansiure langsam ab; es wurde durch seine 
Léslichkeit, Farbe, Kristallform und die positive Sakaguchi-Reaktion 
nach Zerlegung des Salzes identifiziert. Die Beobachtung von Schulze (7), 
daB Tyrosin und Arginin als Verunreinigung in Quecksilbernitrat- 
fallungen bei Pflanzenextrakten auftreten kénnen, wird somit bestatigt. 

Auf Grund des Verhaltens der aus Rhabarberblittern gewonnenen 
Amidfraktion méchten wir davor warnen, den Ergebnissen indirekter 
Analysenmethoden als Beweis fiir das Vorhandensein von Glutamin und 
ganz besonders von Asparagin allzu hohen Wert beizulegen. Unsere 
reiche Erfahrung mit indirekten Methoden zur Glutaminbestimmung 
hat uns zu der Uberzeugung gebracht, daB die Ergebnisse der Glutamin- 
bestimmung gewohnlich ziemlich zuverlassig sind, da die Hydrolyse, 
die zur Bestimmung unter auBergewéhnlich milden Bedingungen 
angewandt wird, héchst spezifische Eigenschaften aufweist. Dies ist 
beim Asparagin nicht der Fall. Besonders bei einem Material wie das 
betrachtete Gewebe, wo es nétig ist, die Zunahme einer durch Saure- 
hydrolyse entstandenen Ammoniakmenge, welche im Verhaltnis zum 
schon vorhandenen Ammoniak klein ist, zu bestimmen, ist es klar, 
daB die Ergebnisse nur geringen Wert haben. Ware also eine so grobe 
Menge Asparagin wie 4g in der ersten Quecksilbernitratfallung vor- 
handen gewesen, so hatte zweifellos etwas davon in kristallisierter Form 
erscheinen miissen. Da Asparagin nicht beobachtet und insbesondere 
mit dem gleichen Reagens nicht wieder ausgefallt werden konnte, so 
ist dies der beste Beweis dafiir, daB andere Substanzen vorhanden 
waren, die bei der Hydrolyse Ammoniak liefern, und daB die schein- 
baren Asparaginwerte ganzlich irrefiihrend sind. 
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Zusammenfassung. 


Der Extrakt aus Blattgewebe von Rhabarberblattern, welche bei 
Dunkelheit 114 Stunden lang in Wasserkultur gehalten worden waren, 
enthalt groBe Mengen von Glutamin, welches durch Isolierung identi- 
fiziert wurde. Die Ergebnisse der indirekten Bestimmung desselben 
wurden vollkommen bestatigt. Neben Glutamin ist eine betrachtliche 
Menge von Ammonium vorhanden, ferner eine kleine Menge einer oder 
mehrerer Substanzen, welche wie Asparagin in nicht unterscheidbarer 
Weise bei der Siurehydrolyse Ammoniak liefern. Es wurde jedoch kein 
Asparagin gefunden, woraus geschlossen wird, daB die Ergebnisse der 
indirekten Asparaginbestimmung giinzlich irrefiihrend sein kénnen, 
besonders wenn dessen Menge im Verhiltnis zu derjenigen des Ammo- 
niaks und Glutamins klein ist. 

Es scheint, daB der Rhabarber, obgleich er gegen etwas ungewohn- 
lich hohe Ammoniakkonzentrationen in den Gewebsfliissigkeiten unemp- 
findlich ist, einen Amidstoffwechsel besitzt, welcher sich nicht wesentlich 
von dem anderer weniger stark sauerer Pflanzen unterscheidet. 
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Uber Jodnitrotyrosin '. 


Von 
R. Zeynek. 
(Aus dem Med.-chem. Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 29, Juli 1937.) 


Monojodmononitrotyrosin, dessen Existenzméglichkeit noch vor 
kurzem angezweifelt wurde?, laBt sich nach der von R. Zeynek in der 
Biedl-Festschrift® kurz skizzierten Jodierungsmethode unschwierig und 
in guter Ausbeute gewinnen. 

Letztere Mitteilung betraf Versuche iiber die Fahigkeit des Tyrosins, 
Jod zu binden. Sie war von Erwaigungen ausgegangen, wie in Organismen 
wohl eine Jodanlagerung an Tyrosin erfolgen mége. In diesem Sinne 
waren verschiedenartige Versuche beschrieben worden, aus welchen sich 
als prinzipiell wichtig ergab, da& die Bildung von Jodwasserstoff 
(Kekulé 1864) nicht die alleinige Ursache sein kénne, durch welche die 
Jodaddition an Tyrosin verhindert wird. Dabei ist die Rolle des Jod- 
wasserstoffs nicht zu bezweifeln, welcher ja auch aus Jodtyrosin wie 
aus Bromtyrosin Halogen abzuspalten vermag analog wie andere redu- 
zierende Substanzen. Es wurde betont, daB bei kongosaurer Reaktion 
eine Anlagerung von Jod an Tyrosin bisher in keinem Falle gelungen ist, 
ferner wurde als bemerkenswert hervorgehoben, daB freie Kohlensiure 
bei Gegenwart von Natriumbicarbonat die Jodanlagerung an Tyrosin 
verhindert; gegenteilige Ergebnisse in letzterer Hinsicht sind wohl nur 
auf die Dissoziation des Bicarbonats unter Bildung von Na,CO, zu 
beziehen. > 

Dagegen gelang es bei lackmussaurer Reaktion in Gegenwart von 
Pyridin, noch leichter in Gegenwart von Harnstoff, Tyrosin zu jodieren, 
und zwar ohne Bildung der so leicht entstehenden braunen, amorphen 
Beimengungen‘* und unter Ausnutzung des ganzen zugesetzten Jods, 
wahrend bei den friiheren Darstellungsverfahren nur die Halfte des ver- 
wendeten Jods an Tyrosin gebunden werden konnte. Im folgenden sei 
iiber einen Erfolg der neuen Methode, tiber die Jodierung von Nitro- 
tyrosin, berichtet. 

1-3-Nitrotyrosinnitrat wurde entweder nach den Angaben von 
E. Waser und M. Lewandowski® oder nach R.Zeynek® dargestellt. 


1 Otto v. Fiirth zam 70. Geburtstag. — ? Hugo Bauer u. Ed. Strauss, 
Berl. Ber. 68, 1109, 1935. — * R. Zeynek, Zeitschr. f> d. ges. exper. Med. 
1929, S. 485. — 4 E. Abderhalden, Berl. Ber. 41, 1237. — 5 Helvet. chim. 
Acta 4, 660, 1921, — ° Zeitschr. f. physiol. Chem. 144, 250, 1925. 
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Uber Jodnitrotyrosin. 


Die Jodierung geschah nach der Gleichung: 

3 Nitrotyrosin + HJO, + 2HJ = 3 Jodnitrotyrosin + 3 H,O. 

Danach waren 226 Tle. Nitrotyrosin mit 100 TIn. NaJ und 56 Tin. 
J,O; zur Umsetzung zu bringen. Das frisch bereitete Nitrotyrosin 
wurde also in Wasser und der eben notwendigen Menge verdiinnter 
Schwefelsiure gelést, zur Lésung wurde die berechnete Menge Jod- 
natriumlésung gegeben und die der verwendeten Nitrotyrosinmenge 
etwa gleiche Menge von Harnstoff (nach spateren Erfahrungen diirfte 
auch ein geringerer Harnstoffzusatz geniigen). Zu der kalt gehaltenen 
Mischung wurde die wasserige Lésung der berechneten Menge Jodat oder 
Jodsaure zugefiigt, nach gutem Umriihren wurde vorsichtig mit Natron- 
lauge neutralisiert, dann gleich mit Essigsiure angesauert; es schieden 
sich bald Kristalle ab. Die Jodbindung erfolgt langsamer als bei der 
Bildung des Dijodtyrosins, doch geht sie wohl quantitativ vor sich. 


Es gelang zwar meist ohne Laugenzusatz durch Natriumacetat 
beim Verschwinden der kongosauren Reaktion die Jodbindung zu er- 
reichen, doch traten gelegentlich hartnackige Gallertbildungen auf. 
Als bestes Reinigungsverfahren ergab sich die Aufnahme gallertiger 
Niederschlage mit n Salzsiure, wobei braune amorphe Flocken ungelést 
bleiben, wahrend beim Umkristallisieren unter Lésung in Lauge oder 
Ammoniak die Verunreinigungen in Lésung gehen. 


Bei ungeniigendem Saurezusatz kénnen Mischkristalle entstehen, 
derbe Prismen von zinnoberrotem bis schwefelantimonfarbenem Ton. 
Sie sind in Wasser leichter lésliche Natriumsalze, welche durch frak- 
tionierte Kristallisation vom Jodnitrotyrosin zu trennen waren. Bei 
hinreichendem Essigsiurezusatz gehen sie in das schwefeleadmium- 
farbene Jodnitrotyrosin iiber. Die Kristalle des letzteren, wesentlich 
tiefer gelb als Nitrotyrosin, stellen zumeist ein Mittelding dar zwischen 
den feineren mikroskopischen Nadelformen des Nitrotyrosins und den 
breiten Lamellen des Dijodtyrosins. Bei langsamer Kristallisation, auch 
nach Weingeistzusatz, finden sich dagegen derbe, prismatische Bildungen 
bis makroskopische Kristalle. Beide Formen unterscheiden sich im 
Kristallwassergehalt voneinander, analog wie es bei verschiedenen 
Halogentyrosinen beobachtet worden ist (Mérners {a]- und [b]-Form des 
Dibromtyrosins, Zeyneks Dichlor- und Monobromtyrosin’). 

Die derben Prismen enthalten 1 mol. Kristallwasser (ber. 4,87°, 
gef. 4,6, 5,1°%), die Lanzett-Nadelformen wahrscheinlich 3 mol. Kristall- 
wasser (ber. 13,30°,, gef. 11,33, 12,02, 12,60, 12,72°,; nb. J NO,-Tyrosin 
mit 2,5% H,O gabe 11,33% H,0). 


1 ©, Th. Mérner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 125, 1913; R. Zeynek, 
ebenda 114, 281, 1921; 144, 253, 1925. 
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Getrocknete, kristallwasserfreie Priparate gaben nach dem Gliihen 
mit Kalk Jodwerte von 34,55, 34,93, 35,19, 35,70 % (ber. 36,06 % Jod). 
Die Differenz ist wohl vorwiegend auf methodische Schwierigkeiten 71: 
beziehen, Jodbestimmungen nach Carius gaben auch hier (vgl. Henz s 
und Mérners Erfahrungen') noch geringere Werte. 

In breiten offenen Kapillaren und bei raschem Erhitzen im vor. 
gewarmten Bad tritt Zersetzung unter Aufschiumen erst bei 220° ein, 
doch braunen sich die Proben bei 208 —210°. Starker erhitzt entstehen 
braune Dampfe, erst bei noch weiterem Erhitzen violette Joddampfe 
dann erst ist Jod durch Chloroformzusatz direkt nachweisbar. 

Die optische Aktivitét des in 4°,iger Salzséiure gelésten Jodnitro- 
tyrosins wurde [%]p = + 10 bis 11° gefunden. Genauere Werte sind nachzu- 
tragen. Diese orientierenden Daten kénnen immerhin zum Vergleich dienen 
mit den optischen Eigenschaften anderer Tyrosinderivate in 4° ,iger HC1- 
Lésung: 1-Dijodtyrosin + 2,9°, 1-Nitrotyrosin + 3,2°, 1-3, 5-Dinitrotyrosin 
+ 11,5°. 

Betreffend die Konstitution der beschriebenen Substanz ist woh| 
keine andere Annahme méglich, als daB die Anlagerung von Jod bzw. 
von der Nitrogruppe in 3, 5-Stellung, d. h. in Orthostellung zur Hydroxy]- 
gruppe erfolgt ist. Analog sind nun andere ,,gemischte‘‘ Jodtyrosin- 
derivate leicht darstellbar. 


1 Henze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 65; Moérner, l.c., S. 124. 
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Das Minimum der spezifisch-endogenen Stickstoff- 
ausscheidung. Bedingungen zur Erreichung desselben; seine 
Merkmale, Griinde fiir seine Verwendung als Basis jeder Unter- 

suchung des Stickstoffabbaus '. ’ 
Von 
Emile F. Terroine. 
(Institut fiir allgemeine Physiologie der Faculté des Sciences in StraBbburg.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1937.) 


I. Die spezifisch endogene Stickstoffausscheidung. 


Will der Physiologe die Wesensmerkmale eines Organismus 
erkennen, darf er dabei nicht von den zufilligen Erscheinungen 
ausgehen. Er mu vielmehr sich bemiihen, sie zu eliminieren und 
sich lediglich auf den innersten notwendigen und unvermeidlichen 
ProzeB beschranken. Um ein homéothermes Wesen durch die Grébe 
der Energieabgabe zu definieren, wird man daher die Thermogenese, 
die auBere Arbeit und die spezifisch-dynamische Wirkung beiseite lassen 
und nur den Grundumsatz beobachten. Ebenso muB es sich beim 
Stickstoff-Stoffwechsel verhalten. Diesen Uberlegungen verdanken wir 
die seit langem von Rubner und Follin gemachte Unterscheidung zwischen 
dem endogenen und dem exogenen Stoffwechsel. Indes ist eine solche 
Einteilung ungeniigend, weil vieldeutig: Nahrungsentzug ist endogener 
Stoffwechsel, und seine Grundziige sind nahezu identisch mit den- 
jenigen des exogenen Abbaus der Proteine. Hier wie dort wird eine 
betrachtliche Menge von Proteinen zerstért, ohne daB diese Zerstérung 
durch den spezifischen Bedarf an Stickstoff bedingt ware. In beiden 
Fallen hat dieser Abbau vor allem das Freiwerden der potentiellen 
Energie der N-Stoffe zur Folge, welche zur Befriedigung der Energie- 
bediirfnisse des Organismus beitragen. In dieser Funktion sind sie 
jedoch nicht nur nicht notwendig, sondern ihre Heranziehung bedeutet 
geradezu eine Verschwendung: der Verlust der vom Organismus nicht 
ausgenutzten Energie erreicht, soweit er die spezifisch-dynamische 
Wirkung betrifft, etwa 35°, der aufgewendeten potentiellen Energie. 
In diesem Umfange kénnen und miissen die Proteine durch ternare 
Substanzen (Kohlenhydrate, Fette) ersetzt werden, und zwar namentlich 
durch Kohlenhydrate. Nur wenn die totale Energieabgabe hinreichend 
gedeckt ist, ohne da8 stickstoffhaltige Stoffe verabreicht werden, und 
wenn der Verlust auf die Folgen des spezifischen und unvermeidlichen 


1 Otto v. Fiirth zum 70. Geburtstag. 
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Verbrauchs an Proteinen herabgesetzt erscheint, kann man die Ais. 
scheidung des spezifisch-endogenen Stickstoffs erfassen. 

Bei diesem Verfahren wird aber nicht notwendigerweise auch (er 
Minimalwert dieser Ausscheidung erfaBt; zu diesem Zweck mul 
man auBerdem verschiedene Momente in Betracht ziehen, die wir im 
folgenden anzufiihren haben. 


II. Das Minimum der spezifisch-endogenen Stickstoffausscheidung. 


Zahlreiche Faktoren kénnen bei einem Versuchssubjekt die Gribe 
der spezifisch endogenen Stickstoffabgabe modifizieren. Um das Mini- 
mum dieser Abgabe zu erzielen, muB man eine Summe von Bedingungen 
erfiillen, eine ganze Reihe von Regeln beobachten, die im iibrigen nicht 
alle in gleicher Weise zwingend sind. Folgende Regeln sind dabei zu 
beobachten : 

1, Die Energieabgabe ist in reichlichem MaB nur mit Hilfe terndrer 
Nahrung zu decken, und zwar so, dap bei der Verteilung den Kohlenhydraten 
ein bestimmter Anteil zufallt. 

Bei Versuchen iiber das Verhalten der Stickstoffabgabe gegeniiber 
den Veranderungen des relativen Anteils, den Fette und Kohlenhydrate 
an dem Aufgebot an potentieller Energie nehmen, hat Zeller (31) 
am Menschen und am Hund, Zagami (30) am Schwein gezeigt, daB ein 
vollstandiger Ersatz der Kohlenhydratg durch Fette einen betrachtlichen 
Mehrverlust an Stickstoff zur Folge hat. Die Fette kénnen gewiB in 
bedeutendem AusmaB an dem terndren Kostgemisch beteiligt sein, 
aber sie diirfen keineswegs einen gewissen Prozentgehalt iiberschreiten. 
der bei den einzelnen Tiergattungen itiberdies verschieden ist. Das 
Futter muf aber notwendigerweise eine gewisse Menge an Kohlen- 
hydraten enthalten. ‘ 

Man weiB noch nicht genau, aus welchen Griinden der Organismus 
die V. erabreichung von Kohlenhydraten als soleche braucht, aber dic 
Tatsache dieser Notwendigkeit steht auBer Zweifel. Das Minimum 
der spezifisch endogenen Stickstoffausscheidung erreicht man erst, 
wenn man diese Forderung erfiillt. Sie wird am besten durch Ver- 
abreichung einer fast ausschlieflich kohlenhydrathaltigen Nahrung zu 
erreichen sein, welcher Fette als Vitamintrager beigefiigt werden. 

2. Das Versuchssubjekt soll ruhen oder zum mindesten jede schwere 
Arbeit vermeiden. 

Zweifellos laBt es sich nicht mit Sicherheit behaupten, daB die 
Ausfiihrung einer mechanischen Arbeit eine erhéhte Stickstoffabnutzung 
nach sich zieht, sobald ein erganzender Zusatz von Kohlenhydraten 
die ganze potentielle Energie leistet, die zur Ausfiihrung dieser Arbeit 
erforderlich ist. In dieser Hinsicht weisen die Ergebnisse unserer Unter- 
suchungen, die wir bis jetzt verfolgten und deren Bedeutung wir an 
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anderer Stelle (15) erértert haben, noch Widerspriiche auf. Gleichwohl 
kann man, wie es scheint, dem von Thomas (29) und Kocher (7) erzielten 
positiven Resultat Glauben schenken. Schon die einfache Vorsicht 
verlangt unter dieser Voraussetzung die Vermeidung jeder tiberfliissigen 
Arbeit bei der Bestimmung des Minimums der spezifisch-endogenen 
Stickstoffausscheidung. Es ist jedoch gewiB, dab die Stickstoffabnutzung 
kaum ins Gewicht fallt gegeniiber der Energieabgabe des Organismus. 
Das besagt, dafSZ man zwischen Ruhe und mafbiger Tatigkeit sicherlich 
keinen groBen Unterschied in der spezifisch-endogenen Stickstoffabgabe 
erfassen wird. Die Bedingung der vollstandigen Ruhe ist demnach 
nicht unbedingt notwendig und labt Abweichungen zu. 

3. Jeder Aufwand an Warmebildung ist vollstdndig zu unterdriicken. 

Kin mehr oder minder bemerkenswerter Unterschied zwischen der 
AuBentemperatur und der vom Organismus standig beibehaltenen hat, 
ganz so wie die Arbeit, eine erhéhte Abgabe von Energie zur Folge. 
Wenn wir von der Warmebildung bei tieferer AuBentemperatur, was 
meistens der Fall ist, sprechen, ist die Abgabe, auf die Gewichtseinheit 
bezogen, um so betrachtlicher, je kleiner das Tier ist. Frau Sorg- Matter (12) 
hat gezeigt, daB dieser erhé6hten Warmebildung, die natiirlich Hand in 
Hand mit einer erhéhten Tatigkeit der Organe geht, eine proportionale 
Mehrausscheidung des Stickstoffs entspricht. Das Minimum der spezi- 
fisch-endogenen Stickstoffausscheidung wird dementprechend nur auf 
der Basis des Minimums der Energieabgabe erreicht werden kénnen, 
d.h. auf demselben Temperaturniveau wie der Grundumsatz. 

Das Versuchssubjekt auf dieses Niveau zu bringen, ist eine be- 
sonders zwingende Vorschrift, wenn es sich um kleine Tiergattungen 
handelt, die sehr stark auf Temperaturanderungen reagieren. Wenn 
man von einer Auentemperatur, die die Thermoneutralitat sichert, 
zu 10°C iibergeht, so vermehrt nach Terroine und Trautmann (27) die 
Maus ihre Energieabgabe um das 2,7fache, die Taube um das 1,5fache, 


die Ratte verdoppelt sie. Eine genaue Messung des Minimalwertes der 
spezifisch-endogenen Stickstoffausscheidung kann nur auf Grund dec 
Temperaturen der Thermoneutralitat vorgenommen werden. 


Die VorsichtsmaBregeln, die dabei zu beachten sind, sind weniger 
streng, sobald es sich um groBe Tiere oder um solche handelt, die durch 
reiches Pelzwerk oder Gefieder geschiitzt sind. Man weil, da} man dann 
im Luftraum nicht mehr einen einzigen thermischen Neutralitatspunke 
beobachtet, sondern eine manchmal recht ausgedehnte Zone; der von diesen 
Tieren gewohnlich benutzte Aufenthaltsort kann demnach beibehalten 
werden. 

4. Die Alkalibildner haben in der Tagesration gegeniiber den Sdure- 
bildnern eine vorherrschende Rolle zu spielen. 

Da das Futter fast nur aus Kohlenhydraten zusammengesetzt ist, 
k6nnen Sauren und Basen vom Organismus nur durch das Verbrennen 
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N-haltiger Substanzen gewisser Organe und durch den Mineralgeha| 
der Diat gebildet werden. Der Abbau der Proteine und der Nuclei 
siuren verursacht notwendigerweise das Entstehen von Sauren durch 
Oxydation des frei gewordenen Schwefels und Phosphors. Daher kann 
die zu iibende Vorsicht sich nur auf den mineralischen Gehalt der Nahruny 
erstrecken. 

Die ersten Versuche von Me Collum und Hoagland (8) und die 
neueren und ausfiihrlicheren von Terroine und Champagne (19) zeigen, 
daB jedem Zusatz von Sauren zur Diit ein mehr oder minder bedeutender 
Anstieg des Minimums der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung 
entspricht. Ein solcher Zusatz muB nicht nur vermieden werden, sondern 
es wird von Vorteil sein, den Basenbildnern in der Mineralration ein 
Ubergewicht zu sichern, um die durch das Freiwerden des Phosphors 
und Schwefels aus den protein- und nucleinhaltigen Substanzen ge- 
bildeten Saéuren zu neutralisieren. 

5. Eine entsprechende. Mineralration ist sicherzustellen. 


Kine systematische Erforschung auf diesem Gebiet hat Terroine 
und Reichert (25) zu der Feststellung gefiihrt, daB die Unterdriickung 
des Mineralanteiles der Nahrung den Abbau des Stickstoffs um mehr als 
20%, erhéht. Man mu also den ternaéren Stoffen der Kost ein Salz- 
gemisch hinzufiigen, in welchem in entsprechenden Proportionen alle 
wesentlichen anorganischen Elemente des Organismus vertreten sind. 


Ili. Die Merkmale des N-Stoffwechsels auf dem niedrigsten Niveau 
der spezifisch-endogenen Ausscheidung. 


Auf dem Minimalniveau der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung 
weist der Stoffwechsel in bezug auf GroéBe und Beschaffenheit eine 
ganze Reihe von Merkmalen auf, die sowohl eine klare Darstellung ihrer 
Bedeutung, wie eine Charakterisierung der einzelnen Tiergattungen 
gestatten. 

1. GréBe. 

Terroine und Frau Sorg- Matter (26) haben an einer ganzen Reihe 
von Homéothermen, von der Maus bis zum Menschen, gezeigt, daB die 
GréBe des Minimums der N-Ausscheidung auf die Gewichtseinheit 
reduziert, einem allgemeinen Gesetz folgt, welches sie folgendermaBen 
formulieren: ,,In der ganzen Reihe der Homéothermen verhalt sich die 
Minimalausscheidung des Stickstoffs des Erwachsenen, bezogen auf die 
xewichtseinheit, streng proportional der Minimalintensitat ihrer Energie- 
abgabe.*‘ Tatsachlich wird das Verhaltnis zwischen der Energieabgabe 
und der N-Ausscheidung immer durch den gleichen Wert zum Ausdruck 
gebracht, wie man dies aus den in der Tabelle aufgestellten Werten, bei 
denen die Warmebildungen im Verhaltnis von 12:1 absinken, ablesen 
kann. Die beobachteten Abweichungen sind von geringer Bedeutung 
hinsichtlich des Genauigkeitsgrades der angefiihrten Experimente. 
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A bE ne Verhialtnis 
Minimum Energieabgabe bei { 

der N-Ausscheidung thermischer Neutralitat —. 1000 
pro kg Std. in g pro kg/Std. in cal B 


Gattung 


Re ee eee 0,034 8 12,0 2,90 

0,018 8 7,8 2,41 
Taube 0,018 8 6,5 2,89 
Hahn 0,010 6 4,6 2,30 
Kaninchen 0.009 0 3,4 2,65 
Hund 0,006 7 2,39 2,80 
Mensch 0,002 17 0,933 2,32 


Es sei daran erinnert, daB das Bestehen dieses Gesetzes, das die Autoren 
im Jahre 1927 aufstellten, von Smuts zuerst in seiner Dissertation vom 
Jahre 1932 (13), dann in einer Abhandlung vom Jahre 1935 zur Ganze be- 
statigt wurde (14). Smuts laBt einfach einen etwas kleineren Wert als den 
durch uns gefundenen gelten — 2mg N pro Kal. —, weil er den Stickstoff 
des Kotes aus der Berechnung der Verluste ausschaltet; diese Unterlassung 
scheint uns tibrigens in keiner Weise gerechtfertigt, da der Verlust aus dem 
Kote wahrend einer streng kohlenhydrathaltigen Ernahrung zum Stoff- 
wechsel gehért. 

Doch ist dieser Unterschied nur nebensachlich und beriihrt keines- 
falls unsere Auffassung, die sich auf gemachte Feststellungen stiitzt. 
Dieser Auffassung zufolge ist die GréBe des endogenen N-Stoffwechsels 
von derjenigen der Energieabgabe, folglich auch von der Aktivitaét des 
Organismus, unmittelbar abhangig. 


Der Ursprung dieser ebenso unvermeidlichen wie nicht herab- 
setzbaren Abgabe liegt auf der Hand; sie entspricht der doppelten Rolle, 
die wir vorhin den Aminosauren bei den Proteinen der Nahrung zu- 
gewiesen haben: einer funktionellen und einer konstruktiven Rolle. 
Die erstere besteht darin, Substanzen jeglicher Beschaffenheit herzu- 
stellen, vor allem die Hormone, die die Intensitat der Tatigkeit des 
Organismus regeln. Entsprechend der letzteren sind die Grundbaustoffe 
je nach dem Verlauf ihres Abbaus standig zu erneuern und, da die 
Menge der pro Gewichtseinheit erforderlichen Substanzen fiir die 
Dynamik sowohl wie fiir den Ersatz selbstverstandlich um so gréBer sein 
wird, je intensiver die Aktivitét des Lebens sich auBert, so begreift man 
sehr gut, daB eine unmittelbare und notwendige Beziehung zwischen 
dem Stickstoffumsatz und der Energieausscheidung besteht; man ver- 
steht so auch die Abhangigkeit des ersteren von der zweiten. 


2. Beschaffenheit. 

Wohl eine der interessantesten Erkenntnisse fiir die Physiologie 
des Stoffwechsels bildet zweifellos die von Folin vor mehr als 30 Jahren 
gemachte Feststellung eines qualitativen Unterschiedes zwischen den 
N-Abfallprodukten im Hinblick auf ihren endogenen oder exogenen 
Ursprung. 

29* 
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Allerdings mu die Scheidung, wie wir bereits erwahnten, nicl) 
zwischen endogenem und exogenem Stoffwechsel, sondern zwischen der 
notwendigen und der zusatzlichen Ausscheidung des Stickstoffs gemacht 
werden. Die Abfallprodukte, welche man zu der notwendigen Aus. 
scheidung hinzufiigt, sei es durch die Anwesenheit von Proteinen in cer 
Kost, sei es durch den Ersatz eines vollstandigen Nahrungsentzuges 
durch eine streng ternare Diat, sind die gleichen [ Boy (1), Terroine und 
Boy (17)|. In beiden Fallen handelt es sich um Produkte, die ihren 
Ursprung aus dem zusitzlichen Abbau von Proteinen ableiten. 

Der Vergleich zwischen den Ausscheidungsprodukten der not- 
wendigen Ausscheidungen und denjenigen, die aus dem zusiatzlichen 
Abbau, welchen Ursprungs er auch sein mag, herriihren, gestattet cic 
Aufstellung zweier deutlich verschiedener Gruppen: 

Gemeinsame Abfallprodukte: Harnstoff, Ammoniak, Peptide, Amino- 
siuren, Allantoin, Purine [7Terroine und Boy (17)]. Hierher gehért 
noch eine Reihe von Stoffen, die man unter die Benennung ,,undefi- 
nierter Stickstoff zusammenfaBt. 

Differenzierte Abfallprodukte? Kreatinin, das nur mit dem spezifi- 
schen Abbau zusammenhangt, Kreatin, das nur in der zusiatzlichen 
Ausscheidung vorkommt; sogar in dieser ist das Vorhandensein von 
Kreatin nicht obligat, denn sein Vorkommen wird nur gelegentlich bei 
erwachsenen, wohlgendhrten und geschlechtlich tatigen Individuen 
beobachtet. 

Aber man kann weitergehen und noch deutlicher die charak- 
teristischen Typen des Umsatzes, des notwendigen wie des zusatzlichen, 
kennzeichnen. Diese Merkmale kann man durch die Messung des Anteils 
deutlich machen, den jede Abfallstoffgruppe an der totalen N-Aus- 
scheidung nimmt, wie auch durch die Stelle, den jeder Abfallstoff inner- 
halb seiner Gruppe einnimmt. r 

“Wenn man das Minimum der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung 
erreicht hat, erscheint der Anteil eines jeden Abfallproduktes an dem 
Gesamtverlust des Stickstoffs ebenso charakteristisch, wie die Grébe 
dieses Verlustes. Um nur ein Beispiel zu zitieren, seien Versuche mit 
Schweinen erwaihnt, welche Gegenstand zahlreicher Untersuchungen in 
unserem Institut bildeten. Nach unseren neuesten Befunden (T'erroine 
und Bonnet) kann man folgende Verteilung aufstellen: 





Tier I Tier IL | Tier Ill 


Abfallprodukte proteinhaltigen Ursprungs (Summe 

Harnstoff-N + Amino-N + Ammoniak-N) : 38,3 
Abfallprodukte der Purine (Allantoin-N und N der 

Purine) 8,3 
Kreatinin 2 22.6 
Undefinierter Stickstoff : 30,8 
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Die Identitat der erzielten Resultate zeigt wohl, da man auf diese 
Weise zu fundamentalen Vorgaingen des Organismus gelangt. 

Es ist. sehr wahrscheinlich, daB der Typus der Verteilung charak- 
teristisch fiir die Tiergattung ist. Untersuchungen, an denen wir noch 
arbeiten, werden uns ein definitives Urteil iiber diesen Punkt gestatten. 
Doch scheinen schon unsere vorliufigen Feststellungen auf die Richtig- 
keit derselben hinzuweisen. Wahrend bei gewissen Tiergattungen, ins- 
besondere beim Kaninchen, der Anteil der Abfallprodukte proteinartigen 
Ursprungs betrichtlich ist, ist derselbe beim Menschen und bei anderen 
Tiergattungen wie beim Schwein und bei der Ratte, viel kleiner [ 7'erroine, 
Champagne und Mourot (20)|. Mag auch der Typus der Verteilung 
sich verschieden verhalten, die wesentlichen Merkmale bleiben bei allen 
Gattungen dieselben und unterscheiden sich grundsitzlich von den- 
jenigen, die den exogenen Abbau charakterisieren. Diese Merkmale sind: 
Kin um vieles kleinerer, manchmal sogar sehr geringer Anteil der Abfall- 
produkte, die von Proteinen herriihren; ein viel gréBerer Anteil 
purinartiger Abfallprodukte und des Kreatinins, wobei das letztere 
ein bedeutendes Quantum der gesamten N-Ausscheidung  erreicht 
(bis zu 30°, des gesamten N beim Menschen nach Smuts); ein sehr 
betrachtlicher Anteil von Stoffen, die unter der Benennung ,,undefinierter 
Stickstoff zusammengefaBt werden und bei denen wir annehmen, dab 
es sich vor allem um Harnstoffbildner handelt. 

Was den erhéhten Prozentsatz des Kreatinins betrifft, so ist es nicht 
zweifelhaft, daB diese Zahl eine véllig relative ist und darauf beruht, 
daB der absolute Wert der Exkretion dieses Stoffes unter allen Umstinden 
derselbe bleibt: Sei es beim Minimum der spezifisch-endogenen N-Aus- 
scheidung, sei es beim zusatzlichen Abbau, wie gro} dieser auch sein 
mag. Dieser hohe Prozentsatz weist aber auf die Bedeutung der inter- 
mediaren Vorgiange hin, die der Exkretion des Kreatinins zugrunde liegen. 

Was den ,,undefinierten Stickstoff** betrifft, so kénnen wir gegen- 
wartig noch schwer sagen, ob, wie im Falle des Kreatinins, sein hoher 
Prozentsatz nur die Folge des stets gleichbleibenden absoluten Wertes 
ist, wenn die Gesamtausscheidung ihren Minimalwert erreicht hat, oder 
ob es sich im Gegenteil um eine verstirkte Bildung eben der stickstoff- 
haltigen Stoffe handelt, aus denen diese Gruppe zusammengesetzt ist. 
Wir neigen der zweiten Ansicht zu, ohne jedoch geniigende Beweise fiir 
ihre Giiltigkeit erbringen zu kénnen. Mourot (11) hat sehr richtig 
auf die Tatsache hingewiesen, da8 der Anteil des ,,undefinierten Stick- 
stoffs‘‘ unter allen Umstanden steigt, sobald der Anteil der Abbau- 
produkte von Proteinen sinkt. 

Es besteht schlieBlich noch eine letzte Gruppe von Merkmalen, die 
bei der Bestimmung des Minimums der spezifisch-endogenen N-Aus- 
scheidung in Betracht gezogen werden miissen. Es sind dies Merkmale, 
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die neue Unterschiede zwischen dieser Minimalausscheidung und dem 
zusitzlichen Abbau aufdecken, Unterschiede, die sich aus der Ver. 


teilung der Abbauprodukte proteinartigen Ursprungs innerhalb dieser 


Produkte ergeben. Hier miissen vor allem die beiden nachstehenden 
Werte ins Auge gefabt werden: 


Koeffizient der Proteinoxydation: 
Harnstoff-N 
Harnstoff-N + Amino-N + Ammoniak-N 


Koeffizient des Harnammoniaks: 


Ammoniak-N 
Harnstoff-N + Amino-N + Ammoniak-N 


Wenn wir von der einzigen Ausnahme, namlich des Kaninchens, 
absehen, ist der Koeffizient der Proteinoxydation immer sehr niedrig: 
in der vorhin erwihnten Untersuchung am Schwein betragen die am 
hiufigsten ermittelten Werte 48, 47, 34, 34 (Terroine und Bonnet). Bei 
der Ratte verzeichnet Mourot (11) die Koeffizienten von 50 bis 70. Bei 
jedem Tier dagegen, das einen geniigend gekennzeichneten zusatzlichen 
Abbau aufzeigt (bei Nahrungsentzug oder Nahrungszufuhr), erreicht 
der Koeffizient Werte, die nahe bei 90 und manchmal dariiber liegen. 
Es steht demnach auBer Zweifel, daB der Organismus um so weniger 
fahig zur Harnstoffbildung ist, je weniger Aminoséuren ihm zum Um. 
lagern zur Verfiigung stehen. Der genaue Betrag der Abbaumengen, 
denen die Minimal- und Maximalwerte fiir die Koeffizienten der Protein- 
oxydation entsprechen, ist noch zu ermitteln. Wir sind damit beschaftigt, 
die Ursachen festzustellen, die die Intensitét der Harnstoffbildung 
modifizieren, sei es als Funktion der Gattung, sei es als Funktion der 
Intensitaét des Abbaus. 

Wihrend das Minimalniveau der spezifisch-endogenen N-Aus- 
scheidung einen niedrigen Wert des Koeffizienten der Proteinoxydation 
bedingt, ist der Koeffizient des Harnammoniaks dagegen sehr hoch. 
Bei gleichbleibenden sonstigen Bedingungen ist er hier viel héher als 
beim zusatzlichen Abbau. Der Wert des Koeffizienten des Harn- 
ammoniaks auf dem Minimalniveau der spezifisch-endogenen N-Aus- 
scheidung zeigt auBerdem betrachtliche Unterschiede bei den ver- 
schiedenen Tiergattungen [ Terroine und Trimbach (28)|. Die Fahigkeit. 
Ammoniak mit Hilfe der Nieren zu erzeugen, scheint auch eine spezifische 
EKigenschaft zu sein, deren Ursachen neue Versuche aufdecken sollen. 

Somit kann man mit Hilfe des Minimalniveaus der spezifisch- 
endogenen N-Ausscheidung, die in jeder Hinsicht genau definiert ist, eine 
Tiergattung charakterisieren: 1. nach dem Zahlenwert dieser Ausscheidung, 
die eine direkte Funktion der Energieabgabe ist ; 2. nach der Verteilung der 
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wichtigsten Abbauprodukte, aus denen sie besteht: aus Protein-, Purin- 
derivaten, Kreatinin; 3. nach dem Wert des Koeffizienten der Protein- 
oxydation und des Harnammoniaks. 


IV. Warum soll fiir jede Untersuchung des N-Abbaus das Minimum 
der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung als Vergleichsgrundlage gewihlt 
werden? 

Fiir jede Untersuchung des Abbaustoffwechsels beim Stickstoff, 
wie immer auch er beschaffen sein mag, sind immer folgende Werte 
wesentlich: Die Gesamtgr6Be des Abbaus, um zu erfahren, ob und in 
welchem Sinne der in dem Versuch studierte Faktor diese verandert ; 
die Einzelwerte der Abfallsubstanzen, deren Bestimmung zur Erkenntnis 
der Krafte fiihrt, die ihre Bildung einleiten und deren Intensitat regeln. 

Dieses Zahlenmaterial gewinnt nun aber erst eine prazise Bedeutung, 
wenn man es mit demjenigen vergleicht, welches fiir das Minimum der 
spezifisch-endogenen N-Ausscheidung charakteristisch ist. Wir werden 
die Griinde fiir die Berechtigung dieses Satzes angeben und sie durch 
einige typische Beispiele erharten. 


1. Die GesamtgréBe. 

Wenn man daran geht, die GesamtgréBe des Abbaus zu erforschen, 
ist man bestrebt, die tieferen Ursachen zu erkennen, die die Ausscheidung 
bewirken und ihre Intensitét bestimmen. 

Es gibt zwei Arten dieser Ursachen: Die einen sind dem Organismus 
eigen: direkte Teilnahme eines jeden Gewebes an der Abnutzung, be- 
sondere Mitwirkung gewisser Organe an der Regelung der Ausscheidung. 
Die anderen Ursachen kommen von aufen: Schwankungen in der GréBe 
der Energieabgabe je nach der Arbeitsleistung und der Temperatur; 
verschiedene Anderungen der Bestandteile der Kost, Giftwirkungen usw. 

Was man nun aus der Wirkung dieser Faktoren ermitteln will, ist 
ihr direkter unmittelbarer EinfluB auf die GréBe der spezifischen N-Aus- 
scheidung. Dies zu erreichen, wird fast immer unméglich sein, wenn das 
Tier nicht vorher auf das Minimalniveau dieser Abgabe gebracht wurde, 
es sei denn, daB die Ursache, deren Wirkung man priifen will, erst in dem 
Augenblick eintritt, in dem das Niveau erreicht wird. Wenn das Ver- 
suchstier eine an Proteinen mehr oder minder reiche Kost erhalt, ist es 
dem Gesetz des N-Gleichgewichts unterworfen, wobei die Einnahme den 
spezifischen Bedarf an N-Substanzen manchmal sogar betrachtlich 
iibersteigt. Mag nun die Abnutzung der N-Bestandteile, unter welchem Ein- 
fluB auch immer, steigen oder fallen, die N-Bilanz wird streng genommen 
nichts davon verzeichnen. Sie wird sich nicht andern, weil das Gesetz 
des N-Gleichgewichts weiter wirksam bleibt, auBer in dem Ausnahme- 
fall, wo die spezifische Ausscheidung héher sein wird als die Einnahme, 
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in welchem Falle man das Auftreten einer negativen Bilanz beobachte: 
wird. 

Das Einsetzen eines Nahrungsentzuges als Ausgangsstadium kann 
nicht besser gerechtfertigt erscheinen. Das Endergebnis dieses Vorganges 
zeigt in der Tat auch einen zusatzlichen Proteinabbau. Die Folgen eines 
Eingriffes, der ein Absinken der Ausscheidung bewirken kénnte, wiirden 
sich nicht feststellen lassen, da die Abgabe durch die Erfordernisse der 
Hungerperiode auf diesem abnormal hohen Niveau gehalten wird. Und 
wir werden gegeniiber der Nutzlosigkeit stets erneuter, aber falschlich 
geleiteter Bemiihungen, weil sie auf den zusdtzlichen Abbau angewendet 
wurden, die Fruchtbarkeit neuerer Untersuchungen feststellen, die das 
Minimum der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung zur Grundlage ihres 
Studiums machen. 


a) EinfluB des Nahrungsentzuges und spezifische Unter 
schiedsgrade der Empfindlichkeit waihrend der Hungerperiode. 

Es ist leicht, den Widerspruch aufzuzeigen, welcher in den Auf.- 
fassungen der Physiologen beziigliech der Reaktion des N-Stoffwechsels 
auf den Nahrungsentzug herrschte. Manche verzeichneten einen Anstieg, 
weil sie den Nahrungsentzug an Stelle einer an Proteinen armen Diat 
setzten; andere wieder behaupteten, daB die Hungerperiode durch ,,ein 
starkes Absinken des Proteinstoffwechsels’ gekennzeichnet erscheine 


[Caspari und Stilling (4)], und es fief’ ihnen nicht schwer, die Beweise 
fiir ihre Behauptungen in allen jenen Untersuchungen zu finden, in 
welchen eine Hungerperiode eine an Proteinen reiche Diat unterbricht. 

An Hungertieren, die vorher du ch ein reiches kohlenhydrathaltiges 
Futter auf das Minimalniveau der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung 


gebracht worden waren, erbringt Boy (1) den unbestreitbaren Beweis, dab 
der Nahrungsentzug immer eine Mehrausscheidung des Stickstoffs 
bewirkt. Aber sie stellt auBerdem fest ein wichtiger Tatbestand, 
dessen Bedeutung in der Folge zu klaren sein wird —, daB die Empfind- 
lichkeit fiir den Hunger, insoweit sie den N-Abbau betrifft, bei einzelnen 
Tiergattungen stark verschieden ist. Die Reaktion, die beim Kaninchen 
unmittelbar und heftig auftritt, geht beim Schwein nur allmahlich und 
langsam vor sich. Und wahrend das Kaninchen im allgemeinen seine 
Ausscheidung in bezug auf die bei der Minimalabgabe gemessene ver- 
sechsfacht und manchmal noch dariiber hinaus erhéht, ist es selten, daB 
das Schwein sie auch nur verdoppelt. Die Ratte und der Hund stehen 
zwischen beiden, aber nahern sich dem Schwein. 
b) Das Saurebasengleichgewicht. 

Wir haben bereits an anderer Stelle (15) dargelegt, daB jahrelange 
Forschungen nur vieldeutige Antworten auf die Frage brachten, ob die 
N-Ausscheidung als Funktion des Uberschusses von Basen- oder Saure- 
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bildnern in der Kost sich verandere. Insgesamt fiihren alle angefiihrten 
Versuche, sowohl im Verlauf des Nahrungsentzugs als auch wahrend 
einer an Proteinen reichen, gemischten Kost zu der SchluBfolgerung, 
daB der UberschuB an Siurebildnern ein Absinken des Harnstoffs und 
einen kompensierenden Anstieg des Ammoniaks bewirkt, ohne dabei 
die Gesamt-N-Ausscheidung zu modifizieren. Aber wie konnten sie 
irgendeine Veranderung, falls diese nicht sehr betrachtlich war, ver- 
zeichnen, wenn der Verbrauch an N im Verlauf der Hungerperiode oder 
einer ausgiebigen Proteinzufuhr ein Vielfaches dessen erreicht, was der 
notwendigen Ausscheidung entspricht ? 

Als zuerst Me Collum und Hoagland (8), spater Terroine und 
Champagne (19) den Siuregehalt der Kost erhéhten, waihrend die N-Aus- 
scheidung auf ihrem tiefsten Stand war, stellten sie ein manchmal sogar 
sehr auffalliges Ansteigen der N-Ausscheidung fest. In den durch die 
letztgenannten Autoren angestellten Versuchen wird die Abnutzung 
angegeben, die bei den verschiedenen Versuchstieren (Ferkeln von 
etwa 12 kg) folgende Werte erreichte: 10,9, 15,0, 20,0, 49,7, 55,2 und 
89,5. Dieser Anstieg ist um so betrachtlicher, je gréBer die eingefiihrte 
Sauremenge ist. Es steht also fest, daB die Beziehung zwischen Basen- 
und Saurebildnern einen Faktor bildet, der bei der Bestimmung der 
spezifisch-endogenen N-Ausscheidung eine Rolle spielt. 


c) Die Méglichkeit einer Regulierungsfunktion durch 

innersekretorische Driisen. 

Fiir fast alle endokrinen Driisen wurde die Méglichkeit einer 
regulierenden Funktion fiir den N-Stoffwechsel mittels der Hormone, 
die sie in den Blutkreislauf entsenden, ins Auge gefaBt. Das Ergebnis 
ist eine unglaubliche Anhéiufung von Tatsachenmaterial, dessen wider- 
sprechender Charakter zu keiner positiven SchluBfolgerung fiihrt. Bis 
auf die schéne Arbeit von Deuel, Sandiford und Boothby (5), die im 
Jahre 1928 ausgefiihrt wurde und von diesem Augenblick an als Vorbild 
hatte dienen sollen, beschaftigen sich alle anderen Untersuchungen mit 
hungernden oder reichlich ernahrten Versuchstieren. Ihr Miberfolg 
stand von vornherein fest. 

Was die Hypophyse betrifft, deren Untersuchung in dieser Richtung 
allerdings erst angedeutet erscheint, hat Braier (2) kiirzlich gezeigt, dab 
ihre Exstirpation bei Ratten, die ein ausschlieBlich kohlenhydrat- 
haltiges Futter erhalten, ein Absinken der spezifisch-endogenen N-Aus- 
scheidung um mehr als 30% zur Folge hat. Wenngleich die Unter- 
suchung dieses Phanomens noch aussteht, glauben wir doch schlieBen 
zu kénnen, daB in der Hypophyse ein hormonaler Faktor gebildet wird, 
der die GréBe der endogenen N-Ausscheidung reguliert. Weiterhin 
was von grundlegender Bedeutung fiir die von uns aufgestellte Be- 
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hauptung ist konstatiert Braier keine Anderung der N-Bilanz, wen 
die Exstirpation der Hypophyse an Tieren vorgenommen wurde, dic 
eine proteinhaltige Nahrung erhalten hatten. Man versteht sehr gut 
daB dem so ist, und die beiden Feststellungen weisen unter sich keinen 
Widerspruch auf. Wenn die Hypophysenexstirpation auf jeden Fal! 
das Absinken der spezifischen N-Ausscheidung bewirkt, so wird man 
das notwendigerweise feststellen miissen, wenn nur diese Ausscheiduny 
im Spiele ist. Man kann es aber nicht mehr beobachten, wenn ein zusatz 
licher exogener Abbau stattfindet, weil, entsprechend dem Gesetz vom 
N-Gleichgewicht, die ausgeschiedene Stickstoffmenge der eingefiihrten 
stets gleichbleibt, wie groB auch der Anteil sein mag, den diese letztere 
an der Befriedigung des spezifischen N-Bedarfs des Organismus nimmt. 

In einer Anzahl von Arbeiten wird die Frage erértert, ob die Neben- 
nieren und die Schilddriise durch die Verarbeitung ihrer spezifischen 
Hormone, insbesondere des Adrenalins und des Thyroxins, die N-Aus- 
scheidung regulieren. Die Ergebnisse sind ungewib, vieldeutig, wider- 


sprechend, und zwar stets aus dem gleichen Grunde, daB die Unter- 
suchungen unter Voraussetzungen gemacht wurden, die eine klare und 


sichere Antwort nicht erméglichen, namlich im Verlaufe einer Hunger- 
periode oder wahrend einer mit Proteinen reichlich versehenen Nahrungs- 
zufuhr. 

Nach unserer Ansicht bringen die letzten Untersuchungen von 
Buchy (3) tiber Adrenalin und die von Terroine und Bonnet (16) iiber 
Thyroxin die Lésung des Problems. Wird das Versuchssubjekt durch 
eine geeignete Kost auf das Minimalniveau der spezifisch-endogenen 
N-Ausscheidung gebracht, wird weiter die Kohlenhydratzufuhr wahrend 
der ganzen Versuchsperiode auf einem solchen Niveau gehalten, daB sie 
im reichlichsten MaBe die Energieabgabe deckt, sogar wenn diese durch 
die Belastung des Organismus mit dem studierten Hormon erhdht 
erscheint, so zeigt sich infolge der Belastung folgendes: Im Falle des 
Adrenalins eine unbedingte Mehrausscheidung des endogenen Gesamt-N : 
im Falle des Thyroxins ein hdufiges, aber nicht konstantes Ansteigen 
dieser Ausscheidung. 

Es bleibt nunmehr zu untersuchen, ob die beobachteten Erhéhungen 
als eine Folge der direkten Mitwirkung der Hormone an der Regulierung 
des N-Stoffwechsels anzusprechen sind, oder ob sie einfach eine sekundare 
Folge einer primaren Erhéhung der Energieabgabe darstellen, die eine 
intensivere Tatigkeit des Organismus nach sich zieht. 


d) Pharmakodynamische Wirkungen. 

Es ist ein schon des 6fteren erértertes Problem, auf welche Vorgange 
die Stoffe wirken, die mehr oder weniger tiefgreifende oder weitgehende 
Veranderungen der Stoffwechselprozesse auslésen. In ihrer Untersuchung 
iiber das Phlorrhizin haben Terroine und Boy (18) dargelegt, wie 
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das Problem der Erforschung einer direkten und unmittelbaren Ein- 
wirkung auf den N-Stoffwechsel gestellt werden muB. Dadurch, dab 
sie sich immer auf den Vorgang der vorherigen Einstellung auf das 
Minimalniveau der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung  stiitzten, 
stellten sie fest, daB die Phlorrhizinvergiftung, abgesehen von allem 
stofflichen Abbau, der durch den Bedarf an Glucose hervorgerufen wird, 
einen leichten aber konstanten Mehrverlust des Gesamt-N nach sich 
zieht. Und damit ist der Beweis einer unmittelbaren Einwirkung des 
Glucosids auf die Stickstoffbestandteile der Gewebe oder zumindest auf 
manche von ihnen erbracht. 

Nunmehr werden wir ohne weiteres verstehen, wie sehr die Verall- 
gemeinerung dieser Methode zu einer klaren Erkenntnis der Funktion 
zahlreicher Gifte, wie auch von Heilstoffen beitragt, deren beruhigende 
oder erregende Wirkung auf die Tatigkeit der Gewebe man sich zunutze 
machen kann. 


2, Die Verteilung der Abfallprodukte des Stoffwechsels und ihre Bedeutung. 


Man wei wohl, welche Bedeutung Physiologen und Arzte der 
Erkenntnis des spezifischen Anteiles zuschreiben, den verschiedene 
Exkretionsprodukte an der Gesamt-N-Ausscheidung nehmen. Aus der 
Verteilung versuchen sie gleichzeitig zu erfahren: Den Ursprung jedes 
einzelnen dieser Abfallprodukte, den Ort und die Bedingungen ihrer 
Bildung, schlieBlich den Normalverlauf oder die pathologischen Ver- 
anderungen in den Prozessen, die zu ihrer Entstehung fiihren. Ohne die 
Bedeutung der Ergebnisse einer solchen Untersuchung schmalern zu 
wollen, ist es uns méglich, zu zeigen, daB die nachdriickliche Beachtung 
des Minimums der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung einen groben 
Fortschritt bedeutet. 

Will man die Veranderungen in der Verteilung der verschiedenen 
Abfallprodukte untersuchen und deren Bedeutung erfassen, so st6Bt 
man auf sehr ernste Schwierigkeiten, wenn man die Versuche mit Tieren 
anstellt, die einer gemischten Kost oder einem Nahrungsentzug unter- 


worfen wurden. In allen Fallen ist der Proteinanteil — ausgedriickt 
durch die Summe: Harnstoff-N + Ammoniak-N + Amino-N — an 


der Gesamt-N-Ausscheidung so groB, daB er alle eventuellen Ver- 
anderungen anderer Substanzen verschwinden laBt. Und in der Tat, 
wie soll man die méglichen Modifikationen der Ausscheidung des Allan- 
toins, der Purinkérper, des Kreatinins und des Kreatins hervortreten 
lassen? Mag ihr relativer Wert auch betrachtlich sein, ihr absoluter 
Wert bleibt meistens sehr niedrig, wahrend die Summe der aus Eiweil 
stammenden Abbauprodukte 90°, erreicht und dariiber. 

Ganz anders verhalt es sich, wenn dem Versuchssubjekt, das vorher 
auf das Minimum der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung gebracht 
wurde, wahrend der ganzen Dauer des Versuchs Mengen ternarer. Stoff 
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verabreicht werden, die es ihm erméglichen, ohne Zuhilfenahme seine: 
eigenen Proteine den Bedarf an Energie zu decken. Dann fallt, wie wir 
vorhin gesehen haben, der Anteil von Proteinen stammender Abfal! 
produkte im Vergleich zur gemischten Diat oder zum Nahrungsentzuy 
nicht nur bedeutend ab, sondern dieser bildet sogar in der Mehrzahl der 
Falle nicht mehr den tiberwiegenden Bestandteil der Gesamtausscheidung 
Unter diesen Umstanden wird sich jede Anderung der Bildungsprozesse 
welchen Bestandteil der Ausscheidung sie auch treffen mégen, in klarer 
und tibersichtlicher Weise auswirken. Will man sich iiber die harnsto//- 
bildende Fahigkeit des Organismus unterrichten, so ergibt sich ein 
weiterer besonders schwerer Nachteil, wenn man Tiere verwendet, die 
einen zusatzlichen Abbau aufweisen. Man wei in der Tat — meine 
Mitarbeiter und ich haben dafiir viele Beweise erbracht —, daB der 
Wert des Koeffizienten der Proteinoxydation, der die Wirksamkeit der 
Harnstoffbildung am besten zum Ausdruck bringt, vor allem Funktion 
der in Harnstoff iibergehenden Mengen ist und um so héher sein wird, 
je gréBer diese Mengen sind. Im Hungerzustand des Versuchstieres 
(am Menschen Jerroine und Firdman (21), an der Ratte Mourot (11), 
am Kaninchen, Schwein und Ratte Boy), wie bei der Verabreichung 
einer proteinhaltigen Ration [Terroine und Boy (17)], ist der Koeffi- 
zient immer sehr hoch, zwischen 90 und 97. Man kann mit Sicher- 
heit behaupten, daB jede Messung ohne Beobachtung besonderer Vor- 
sichtsmaBregeln immer eine Zahl in dieser Héhe ergeben wird. Daher 
kann ein so ermittelter Wert nur sehr geringen AufschluB geben. Zweifel- 
los kann man ein Absinken des Koeffizienten beobachten, wenn der 
Organismus der Schauplatz schwerer Stoffwechselst6rungen wird. Jedoch 
wissen wir, daB sogar im Falle ernster Stérungen, der Harnstoffgehalt 
in der Gesamtsumme proteinartiger Abfallprodukte nicht notwendiger- 
weise und unmittelbar verringert wird. Dasselbe beobachtet man bei 
schweren Schadigungen, die durch Phosphorvergiftung [Marshall und 
Rowntree (9), Meersemann, Dorche und Moreton (10)| oder Verabreichung 
von Chloroform [Howland und Richards (6)| hervorgerufen wurden. 
Am haufigsten aber wird eine empfindliche Veranderung erst unmittelbar 
vor dem Tode beobachtet. Héchstwahrscheinlich halt der Organismus 
trotz Schadigung der harnstoffbildenden Organe an der Umwandlung 
der harnstoffbildenden Abfallprodukte fest, weil sie sehr reichlich vor- 
handen sind. Dies wiirde vielleicht nicht eintreten, wenn diese Abfall- 
produkte auf das AusmaB reduziert wiirden, das lediglich den spezifischen 
Abbau ausdriickt. 

Uberdies bestehen, wie wir vorhin erwahnt haben, sehr bemerkens- 
werte Unterschiede in der harnstoffbildenden Fahigkeit der Tier- 


gattungen, wenn diese auf dem Minimalniveau der spezifisch-endogenen 
Ausscheidung gemessen wird. Diese Unterschiede verschwinden, wenn 
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das Versuchstier, sei es im Hungerzustand, sei es im Verlauf einer pro- 
teinhaltigen Ernahrung untersucht wird. Der zusatzliche Proteinabbau 
zeigt einen uncharakteristischen Ablauf, der notwendige Proteinabbau 
dagegen einen spezifischen Typus. Eine eventuelle Veranderung der 
inneren Vorgange im Organismus kann man nur dann feststellen, wenn 
man die eigentlichen Merkmale dieser Vorginge erfabt, d. h. diejenigen, 
welche die spezifisch-endogene N-Ausscheidung bestimmen. 

Entsprechend der Bedeutung, welche die Untersuchung der Ver- 
teilung der Abfallprodukte auf dem Minimalniveau der spezifisch-endo- 
genen N-Ausscheidung bietet, wollen wir nachstehend einige der wichtig- 
sten Beweise anfiihren, die wir kiirzlich erbracht haben. 


a) Unabhangigkeit der verschiedenen Bestandteile des Gesamt- 
N-Stoffwechsels. 

Unter den gesamten N-Verlusten des Organismus kann man je 
nach der Natur dieser Abfallprodukte drei Herkunftsarten unterscheiden ; 
Aus Proteinen: Harnstoff, Peptide, Aminosiuren und Ammoniak; aus 
Purinen: Allantoin, Harnséiure und Purinbasen; aus Areatin: Kreatinin 
und manchmal Kreatin selbst. Die Unterscheidung ist zweifellos nicht 
ganz streng durchzufiihren, da die Gesamtheit des Pyrimidin-N und die 
Aminogruppen der Purinbasen Harnstoff liefern konnen, wahrend gewisse 
in den Proteinen enthaltene Gruppen in purinartige Abfallprodukte 
umgewandelt werden. Trotzdem bleibt aber die Unterscheidung in 
ihrem wesentlichen Umfang berechtigt. 

Es muB demnach die Frage aufgeworfen werden, ob bei der Ver- 
ainderung der Gesamt-N-Ausscheidung, die unter den verschiedensten 
Einfliissen vor sich geht, eine notwendige Beziehung zwischen allen 
Bestandteilen der Ausscheidung bestehen mu oder nicht. Erfahren alle 
Arten des Stoffwechselabbaus eine gleichzeitige Verainderung in dem- 
selben Sinne und im selben Verhaltnis, oder sind sie voneinander unab- 
hangig, so daB die einen sich verindern kénnen, wahrend die anderen 
unverandert bleiben ? 

Die Versuchstiere werden zuerst auf das Minimalniveau der spezifisch- 
endogenen N-Ausscheidung gebracht, und es wird ihnen weiter eine 
reichliche Menge kohlenhydrathaltiger Nahrung verabreicht, um ihren 
gesamten Energiebedarf zu decken. So sehr dieser unter der Einwirkung 
des untersuchten Faktors gestiegen sein mag, man stellt fest, daB die 
Mehrausscheidung des Stickstoffs, die auf eine reichliche Zufuhr von 
Sauren [Terroine und Champagne (19)], auf eine Uberlastung des 
Organismus mit Adrenalin oder Thyroxin oder auf eine Phlorrhizin- 
vergiftung zuriickzufiihren ist [7'erroine und Boy (18)], nur auf der 
Zunahme der Abbauprodukte des Proteinstoffwechsels beruht; Allantoin, 
Purinkérper und Kreatinin sind daran nicht beteiligt. Wenn man dagegen, 
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in gleicher Weise experimentierend, die Aktivitét der Elemente des 
retikuloendothelialen Systems (RES.) durch die Injektion verschiedener 
vitalen Farbstoffe (Trypanblau, Chinatinte) modifiziert, verzeichne' 
man ein bedeutendes Absinken des Wertes des Purinabbaus, wobei dic 
anderen ausgeschiedenen Stoffe unverandert bleiben kénnen. Dei 
Tatbestand tritt mit besonderer Klarheit bei Verabreichung von China 
tinte zutage, die keinerlei Vergiftungserscheinungen hervorruft [ 7'erroin: 
und Nataf (24)|. Die folgenden taglichen Mittelwerte der Exkretion 
in mg ausgedriickt, durch Versuche am Kaninchen gewonnen, geben 
davon ein eindrucksvolles Bild: 





Krea- 


Gesamt- Harn- 4 - Ammo- Allan- —— 
N Amino-N Purin-N tinin-N 


stoft-N niak-N toin-N 


Vorperiode 234 12,44 2,24 14,4 2,15 | 21,5 

Periode nach der | 
Injektion von 
Chinatinte ... 243 173,4 11,97 1,68 4,95 2,79 | 18,4 


Bis hierher bleibt unter allen Umstanden eine beliebige Modifikation 
des Proteinabbaus oder des Purinabbaus ohne jede Riickwirkung auf 
die Kreatininausscheidung. Die Bestandigkeit des Wertes des Harn- 
kreatinins ist eine der auffallendsten Erscheinungen des N-Stoffwechsels. 

Demzufolge genieBen die verschiedenen Bestandteile der Gesamt- 
N-Ausscheidung Proteine, Purine, Kreatinin wenn nicht voll- 
stindige Selbstandigkeit, so doch zum mindesten sehr weitgehende 
Unabhangigkeit. Wie soll man diese deuten? Wir kénnen es 
gegenwartig noch nicht; jedenfalls scheint die aufgedeckte Beziehung 
zwischen dem Purinabbau und der Tatigkeit des retikuloendothelialen 
Systems darauf hinzuweisen, daB der Grund zum mindesten teilweise 
in der verschiedenen Lokalisierung der Bildungsprozesse der diversen 
Typen der Abfallprodukte zu suchen ist. 


b) Synthese der Purinverbindungen auf Kosten der Proteine. 
Der wirkliche Anteil des Purinabbaus an dem Minimum der 
spezifisch-endogenen N-Ausscheidung. 

Das Bestehen einer Purinsynthese auf Kosten der Proteine bei 
einem erwachsenen Individuum, die so lange umstritten war, ist durch 
die einfache Erwagung des Anteils, den purinartige Abfallprodukte auf 
dem Minimalniveau des spezifisch-endogenen N an der Gesamt-N-Aus- 
scheidung nehmen, unbestreitbar geworden. Dieser Anteil betrigt bei 
der Ratte tatsichlich etwa 13 °% [Terroine, Champagne und Mourot (20). 
Nach Truszowski ist der Anteil des Purin-N beim normalen Organismus 
viel kleiner, etwa 2° des Gesamt-N. Man kénnte zweifellos an einen 
intensiveren Abbau der Purine gegeniiber den anderen N-haltigen 
Substanzen denken; in diesem Falle miiBte aber der Organismus im 
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Verlauf der Hungerperiode an Purin-N drmer werden. Doch ist dies 
keineswegs der Fall. Ein einziger Mechanismus kann mithin das UbermaB 
der Purinabbauprodukte im Harn im Verhaltnis zu den Purinstoffen 
in den Geweben erklaren, und zwar das Bestehen einer Synthese auf 
Kosten der Proteine. Ein letzter und unwiderlegbarer Beweis dieser 
Feststellung ergibt sich aus folgendem: Die Summe des Stickstoffs der 
Purinabfallstoffe, die im Verlauf eines bis zum Tode fortgesetzten 
Hungerversuchs gesammelt wurden, plus dem beim Eintritt des Todes 
im Organismus vorhandenen Purinstickstoffs ist immer viel gréfer als 
die bei einem normalen Versuchstier von gleichem Kérpergewicht vor- 
gefundene Menge N [Terroine und Mourot (23)]. Beim Vergleichen 
der beiden Werte gelangt man zu der fiir die Kenntnis der Physiologie 
der Nucleinstoffe unbestreitbar wichtigen SchluBfolgerung, daB der 
wirkliche Purinstoffwechsel kaum ein Fiinftel des scheinbaren Abbaus 
betragt, oberflachlich gemessen auf Grund der gesamten Purinabbau- 
produkte. 


ec) Ursachen fiir das Bestehen und das Niveau der Kreatinurie. 


Die besondere Beachtung des Minimums der spezifisch-endogenen 
N-Ausscheidung hat uns auch erméglicht, die Erscheinung der Kreatin- 
urie und ihre GréGBe naher zu prazisieren. Man kann unsere gegenwartige 
Stellungnahme zu diesem Problem dahin zusammenfassen: Die Kreatin- 


urie ist die Folge einer Abweichung des Proteinstoffwechsels, durch den 
Stoffe in Kreatin umgewandelt werden, die normalerweise Harnstoff 
liefern. Dies ist iibrigens keineswegs nur unsere persénliche Ansicht, 
sondern schon vor uns ausgesprochen worden. Die Kreatinurie kann 
also entstehen, ohne irgendeine Anderung der Gesamt-N-Ausscheidung. 
Sie geht auf die Zerriittung eines auBerst empfindlichen Mechanismus 
zuriick, denn sie wird auch in zahlreichen Fallen beobachtet, in deren 
Verlauf keine andere Stoérung des N-Stoffwechsels in Erscheinung tritt; 
sie ist iibrigens eine unspezifische Stérung, die in verschiedenen Fallen 
beobachtet werden konnte, z. B. bei Nahrungsentzug, Phlorrhizin- 
vergiftung, Belastung mit Adrenalin oder Thyroxin usw. Wenn die 
Ursache, die die Kreatinurie hervorruft, einmal vorhanden ist, oder 
wenn sie standig (wahrend des Wachstums der Versuchstiere) wirksam 
ist, ist das Ausma®B der Kreatinurie vollstandig von der GréBe des 
Proteinabbaus abhangig. Und in der Tat, wenn man — z. B. beim Ver- 
such mit einem groBen kastrierten Schwein von 100 bis 200 kg von 
dem Minimum der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung ausgeht und 
die Kohlenhydrate des Futters nach und nach durch Proteine bis zur 
vollstiindigen Ausscheidung der ersteren ersetzt und dabei so verfahrt, 
daB man eine ununterbrochene und immer ansteigende Stufenfolge des 
Proteinabbaus erzielt, so bemerkt man, da die Kreatinurie streng 
proportional der N-Ausscheidung bleibt [Terroine, Giaja und Bayle (22)). 


















































E. F. Terroine. 


Die Kreatinurie erklart sich ihrer Natur nach aus einer Abweichune 
des Proteinabbaus, deren erste Ursache zu ermitteln bleibt, ihrer Gréf 
nach aus dem AusmaB eben dieses Abbaus. 


Das Minimum der spezifisch-endogenen N-Ausscheidung, dessen 
Hohe und Beschaffenheit definiert wurde und dessen Merkmale jede 
Tiergattung charakterisieren, ist also der Ausdruck der tiefliegendsten 
Vorginge bei der Tatigkeit des Organismus. 

Die Ergebnisse, die sich bereits auf diese Erkenntnis stiitzen, weisen 
auf den Fortschritt hin, den man durch ihre Beachtung fiir die Unter- 
suchung verschiedener Probleme des N-Stoffwechsels erwarten darf: 
solche sind: Anteil der verschiedenen Organe an dem Ablauf und der 
Regulierung des Stoffwechsels: EinfluB von auBen wirkender Krafte wie 
der Vitamine, verschiedenartigsten Gifte und Medikamente: Ursprung 
der verschiedenen Abbauprodukte, Wesensmerkmale pathologischer 
Stérungen. Unsere Untersuchungen bemiihen sich, zu diesem Fort- 
schritt beizutragen. 
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Berichtigung 


zu der Arbeit ,,Beitrage zur Kenntnis der Aceton-Butanolgaérung“? 
von Alexander Janke und Viktor Siedler. 
In der Tabelle II auf Seite 109 soll es beim ersten Versuch 


unter a) Zugesetzte Menge Aldehyd 1,591 g anstatt 1,470 g, und 
unter b) Restmenge an Aldehyd 1,144 g anstatt 1,343 ¢ heiBen. 


1 Biochem. Zeitschr. 292, 101, 1937. 


Berichtigung 


zu der Arbeit ,,Die manometrische Bestimmung von Garungskohien- 
siure und Aquivalentkohlenséure im Zweipuffersystem‘ von H. Dieck- 
mann und H. Mohr'. 


Gleichung (24), Seite 341 lautet, iibereinstimmend mit der voraus- 
gehenden Ableitung: 
r Bb l F ] l 
i = ° anstatt ~#' = , 
22400 vp 22400 vp 
Auf Seite 346, 3. Absatz mu® es in Ubereinstimmung mit den nach- 
folgenden Gleichungen und der Kurve Abb. 3 heiBen: ,,... daB die Aus- 
treibung bei gleichbleibendem px mit wachsendem CO,-Druck, bet gleich- 
bleibendem CO,-Druck mit wachsendem py steigt’’ (anstatt ... daB die 
Retention ...). 


! Biochem. Zeitschr. 292, 332, 1937. 
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